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Zur Systematik der Pilzgruppe Penicillium LINK. 
2. Mitteilung: 


Physiologische Untersuchungen im Hinblick auf die 
systematische Bewertung. 


Von 
A. NIETHAMMER und S. UNGERER. 


Mit 5 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 21. April 1951.) 


In der 1. Mitteilung! ist auf die Schwierigkeit genauer systematischer 
Bestimmungen bei der Gattung Penicillium hingewiesen. Es ist kaum 
moglich, fiir die vielen einzelnen Sektionen dieser Gattung einen so 
genauen Bestimmungsschliissel auszuarbeiten, wie dies dort fiir die 
Radiata geschehen ist. Dazu kommt noch, daB gerade fiir diese Sektion 
wegen der in erhohtem Mae vorhandenen Fahigkeit der Penicillin- 
absonderung gesteigertes Interesse vorliegt; ein Umstand, der bei den 
anderen Sektionen weniger zutrifft. Es blieb daher weiterhin die Frage 
zu losen, rasche und geeignete Bewertungsmoglichkeiten auch fiir die 
Vertreter der anderen Sektionen zu finden. Diesbeziigliche Unter- 
suchungen sind hier mitgeteilt. 


1. Ubersicht und Eigentiimlichkeiten der isolierten Stimme. 


Innerhalb der Gattung Penicillium besteht ein sehr groBer Formen- 
reichtum bei haufig nur geringen mikroskopischen und makroskopischen 
Unterschieden. Die Aufstellung neuer Arten erfolgt oft auf Grund 
kleinster Abweichungen, welche bei hoheren Pflanzen nur die Abgren- 
zung einer Varietét erlauben (vgl. A. NrerHammer, 1949). Hinzu 
kommt die haufig unzureichende Beschreibung der Penicilliwm-Arten, 
besonders in den Arbeiten friiherer Autoren. Hine genaue Bestimmung 
ist an sich meist nur bei Beriicksichtigung der Hauptfruchtform mog- 
lich (GAUMANN), deren Bildung bei in Kultur befindlichen Penicilliwm- 
Stammen nur duferst selten zu beobachten ist; so konnte wahrend der 
2jahrigen Kulturdauer unserer 80 Penicilliwm-Stamme auf verschie- 
denen Nahrmedien und unter verschiedenen Umweltsbedingungen nur 
einmal, und zwar bei Penicillium glaucum Link, eine Perithecienbildung 
beobachtet werden. Auch Bildung von Sklerotien, die sich zu Perithecien 
weiter entwickeln kénnten, wurde nur selten festgestellt. 


1 Vgl. diese Zeitschrift 14, 46 (1948). 
Archiy fiir Mikrobiologie, Bd. 16. 
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Die Wurzel aller bei der Bestimmung auftretenden Schwierigkeiten ist in den 
komplizierten Verhaltnissen zu suchen. Zahlreiche Ersatzfunktionen der Sexuali- 
tat, Anastomosenbildung und Heterokaryose kénnen zu einer Umlagerung der 
genetischen Faktoren fiihren, womit sich auch plotzlich auftretende Anderungen 
in den physiologischen Leistungen erklaren lassen. Zum Vergleich der gemeinsamen 
Merkmale von Arten und Gruppen, auf dem jede systematische Kinteilung beruht, 
kann entweder die Morphologie oder die Physiologie dienen. Morpholo- 
gische Merkmale lassen sich oft einfacher erkennen. Allerdings sind gerade bei den 
niederen Pflanzen die morphologischen Unterschiede oft nur sehr gering. Die physio- 
logischen Merkmale sind hingegen haufig nur auf einzelne Stémme beschrankt, sie 
sind auBerst mannigfaltig und meist noch in viel starkerem MaBe als die morpholo- 
gischen Merkmale variabel, wie auch aus dem Vorhergesagten verstandlich ist. 

Die bisherigen Versuche einer systematischen Gliederung gehen von folgenden 
Gesichtspunkten aus: Sopp und WestLinG bevorzugen die Mikroskopie und 
Morphologie, ebenso wie THOM und NIETHAMMER; wobei letztere besonders auf 
die Bedeutung des Habitusbildes und Farbenspieles hinweisen. Auch Versuche 
mit Hilfe der Physiologie zu einer Bestimmung zu kommen, fehlen nicht, so 
von WEIDEMANN, WEHMER, WOELTJE, TIUKOW und BERNHAUER. Es wird hier 
beispielsweise in Saéure- und Neutraltyp, Starkeanhaufer, Citronen- und Glykon- 
siurebildner geschieden. 

Um Klarheit zu schaffen tiber den Wert von Morphologie und 
Physiologie hinsichtlich ihrer Bedeutung fiir die Bestimmung der 
Arten wurden als erstes genaue mikroskopische Messungen des Conidien- 
tragers, des Mycels und der Conidien an verschiedenen Penicillium- 
Species angestellt und zwar: 


a) Auf demselben Nahrboden unter gleichen Umweltsbedingungen. 

b) Auf demselben Nahrboden unter verschiedenen Umweltsbedingungen. 

c) Auf verschiedenen Nahrboden unter gleichen Umweltsbedingungen. 

Die Ausgangskulturen wurden jeweils aus einer Spore gewonnen. 

Die durchschnittliche Variationsbreite betrug ungefiihr + 1,2 «. Wie 
erwartet wurde, waren die Schwankungen der GréBenausmaBe bei den 
Stémmen etwas stiirker, die unter verschiedenen Umweltsbedingungen 
baw.Nahrbéden aufgezogen wurden. Kine spezifische Beeinflussung lieB sich 
nicht feststellen. Nur unter ganz extremen Bedingungen, z. B. Kultivierung 
bei 40—45° C im Brutschrank oder Kultur auf Nahrmedien mit sehr hoher 
Zuckerkonzentration — maximal 65%, — traten stark veriinderte, z. T. 
knorrige Conidientriger und Mycelien auf. Eine genaue Tabelle der Werte 
ist hier nicht wiedergegeben. Fiir eine allgemeine Bestimmung der vielen 
Arten reichten die Unterschiede nicht aus*. Ein deutliches und charak- 
teristisches Bestimmungsmerkmal waren dagegen besondere mikrosko- 
pisch, zum Teil auch makroskopisch erkennbare Wuchsformen, die 
jedoch nur ein kleiner Teil aller Penicillium-Species aufwies. 

Das makroskopische Bild, also die Wuchsform, Ausbildung und 
Firbung der Conidiendecke, erfuhr durch die Variabilitit keine oder 


* Die ausfiihrliche Fassung der Versuchsergebnisse (Dissertation S. UNGaERER) 
samt Tabellen kann von Spezialinteressenten jederzeit im Botanischen Institut 
der Technischen Hochschule Stuttgart eingesehen werden. 
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Abb. 1. Habitus einer Monoverticillium-Kolonie. Abb. 2. Habitus der Untergruppe Velutina. 
P. Waksmannii Zal. P. puberulum Bainier. 


Abb. 3. Habitus der Untergruppe Fasciculata. 
P. expansum Thom. 


Abb. 4. Habitus der Untergrupp Lanosa. Abb. 5. Habitus der Gruppe Symmetricum. 
P. intricatum Thom. P. sanguineum Sopp. 


22* 
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nur sehr geringe Verainderungen. Es war jedoch, wie das Farbenspiel 
und das physiologische Verhalten, sehr stark vom Substrat abhangig 
[vgl. hierzu Abb. 1, 2, 3, 4 u. 5; alle Kulturen wurden auf Wiirzeagar 
(10% Bierwiirze) gezogen]. Die physiologischen Leistungen vari- 
ierten jedoch auch ohne eine erkennbareAnderung der AuBenbedingungen. 
Diese Variabilitaét erwies sich bei den allgemein gebrauchlichen 
Massensporkulturen bedeutend gr6Ber als bei Einsporkulturen. 

Nach diesen Vorversuchen, die sich im Sinne der Angaben von 
GAUMANN u. a. tiber die genetischen Verhiltnisse der Penicillien deuten 
lassen, laBt sich folgendes sagen: Eine noch so genaue mikroskopische 
Untersuchung ist fiir eine Bestimmung der Art niemals ausreichend, 
da die Unterschiede der mikroskopischen Messungen hiaufig innerhalb 
der Fehlergrenze lagen. 

Wurde das Habitusbild auf einem genau bekannten Nahrmedium 
beschrieben, so war diese Angabe und mit gewissen Einschrankungen 
auch das Farbenspiel von Wert fiir die Einreihung von Stammen 
in die einzelnen Untergruppen und Sektionen. 

Die physiologischen Fahigkeiten konnten infolge der relativ 
groBen Variabilitat — bedingt durch die Umwelt und genetisches Ver- 
halten — nur in sehr beschrainktem Mabe fiir die Bestimmung ver- 
wendet werden. Gewisse physiologische Leistungen konnten jedoch fiir 
einzelne Gruppen und Penicillium-Arten als charakteristisch angesehen 
werden. Allerdings ist die Aufstellung neuer Arten keineswegs gerecht- 
fertigt, wenn bei morphologisch sehr ahnlichen Stammen nur geringe 
physiologische Abweichungen vorliegen. Es ist anzunehmen, da zahl- 
reiche der sogenannten Penicillium-,,Arten*’ von einer genbedingten 
Abwandlung des Chemismus herriihren, die sich wohl in physiolo- 
gischen, doch nicht in morphologisch faBbaren Merkmalen ausdriickt; 
in abnlicher Weise ist ja auch die Existenz der sogenannten physio- 
logischen Rassen der héheren Pflanzen aufzufassen. 

Die Unterschiede im morphologischen Bau erméglichten zwar keine 
Abtrennung von Arten, lieBen jedoch eine Aufstellung von Gruppen 
und Formenkreisen zu. Als solehe darf man zum Teil die im besondern 
auf dem Habitusbild basierenden Untergruppen oder Sektionen, wie 
etwa die Velutina, Radiata, Divaricata, Fasciculata bezeichnen. Kin- 
zelne dieser Formenkreise stiitzen sich auf relativ konstante und charak- 
teristische physiologische Merkmale, z. B. die Roqueforti-Serie. 


2. Physiologische Untersuchungen. 


a) Verwertung der verschiedenen Néhrmedien. 
Zur Beurteilung der Fignung der einzelnen Nihrstoffquellen waren die Kultur- 


dauer, gegebenenfalls das Vorkommen organischer Wirkstoffe, der pu-Wert und 
die 4uBeren Kulturbedingungen zu beriicksichtigen. 


Zur Systematik der Pilzgruppe Penicillium Lik. 307 


Von den Kohlenstoffquellen eigneten sich am besten Mono- und Oligo- 
saccharide. Gepriift wurde das Wachstum auf Glykose, Lactose, Saccharose, 
Maltose, Rohzucker und auf Mischungen dieser Zucker. 10% waren eine auf 
jeden Fall ausreichende Konzentration, meist geniigten auch 3 und 5%. Die 
einzelnen Penicillium-Stimme zeigten wohl einen gewissen Unterschied in der 
Verwertung eines Zuckers, im ganzen lie& sich jedoch sagen, daf Glykose von 
allen Penicilliwm-Arten sehr gut verwertet wurde, Saccharose hingegen wurde 
nicht von allen Arten gleich gut abgebaut. Maltose und Rohzucker wurde diesen 
beiden Zuckern stets vorgezogen, was wohl auf deren Gehalt an Wuchsstoffen 
beruht. Auf Lactose war das Wachstum der Pilze nur etwas langsamer als auf 
Glykose. 

Diese verschieden starke Verwertung der Kohlenstoffquellen und das damit 
verbundene unterschiedliche Wachstum war auch vom py-Wert abhangig, der 
durch Saurebildung haufig Veranderungen unterlag. Geschwindigkeit und Aus- 
maf der Abnahme der Wasserstoffionen-Konzentration in der Nahrlésung waren 
aufs engste mit den zur Verfiigung stehenden C-Quellen verkniipft. Dies war 
besonders bei der Verwertung verschiedener Zuckerarten der Fall. Lactose und 
Starke als C-Quellen hatten geringere Saiurebildung und damit giinstigere Ent- 
wicklungsbedingungen fiir die Penicillien zur Folge als z. B. Glykose, Saccharose 
oder Glycerin. Die Phase des ausgiebigsten Wachstums der Pilze lag durchschnitt- 
lich bei pu 6—7. 

Sulfitablaugen, Pectin, Pentosane, Inulin, Starke, Cellulose und Tannin wurden 
als C- Quelle gepriift (vgl. spater). Auch Athylalkohol konnte in geringen Kon- 
zentration (2—5°%) als C-Quelle dienen, besonders fiir P. glaucum und citrinum; 
ferner erwiesen sich Mannit und Glycerin. Milchsaure und Chinasaure als 
gute Nahrmedien (ebenso sollen es Brenztraubensaiure, Acetate und Lactate sein). 
Die erwaihnten Sauren werden hauptsichlich von Organismen mit oxydativem 
Stoffwechsel verwertet. — Dieses Ergebnis war zu erwarten, bilden doch die 
Penicillien auf zuckerhaltigen Medien organische Saéuren und sind im allgemeinen 
zur Alkoholbildung nicht befahigt. 


Aminosauren konnten selten als N- und C-Quelle zugleich dienen. Normales 
Wachstum war bei den typischen Kohlenhydratorganismen, zu denen auch die 
Gattung Penicillium gehort, meist nur durch die Zugabe einer besonderen C- Quelle 
moglich. ; 

Auch die als Stickstoffquellen dienenden Substanzen liefien Unterschiede 
in der Verwertung erkennen. Man kann zum Teil bei veranderter N- Quelle eine 
starke Zunahme des py-Wertes, Verfarbungen des Substrates, Unterschiede im 
Wachstum und im mikroskopischen Bild beobachten. Asparagin stellte eine 
ausgezeichnete N-Quelle dar; auch Pepton und Harnstoff eigneten sich. Bei 
den gepriiften anorganischen Salzen zeigten sich nur geringe Unterschiede. Am- 
monium-, Natrium- und Kaliumnitrat werden vor Ammoniumsulfat 
etwas bevorzugt verwertet; auf den ersteren wiesen 95%, auf Ammoniumsulfat 
nur etwa 80% aller Stamme gutes Wachstum auf. 


Eine Zunahme des Sauregrades (Ausgangs-py 6—5—4—3) in Nitrat-Nahr- 
lésungen konnte bei allen unseren Staémmen festgestellt werden; dabei traten 
schadigende Wirkungen, z. B. Schrumpfungen des Mycels oder Ausbleiben der 
Conidienbildung in keinem Falle auf. Dieses Ergebnis stimmt mit den Unter- 
suchungen WeuMers iiberein, wonach die bei Ammoniumnitrat entstehende 
Salpetersiure gleich als weitere N-Quelle aufgenommen wird, wihrend die Zu- 
nahme des Sauregrades lediglich auf der Bildung organischer Sauren beruht. 
Bei der Verwendung von Ammoniumsulfat zeigten 13 Stamme reduziertes 
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Wachstum und steriles Mycel infolge der starken,Sauerung der Nahrlésung 
durch die frei gewordene Schwefelsaure. 

Nitrite wurden nur in kleinsten Mengen ertragen; sie sind durch ihre Giftig- 
keit als N-Quelle ungeeignet. 

Allgemein kann gesagt werden, daB die Unterschiede in der Ver- 
wertung von N-Quellen hauptsichlich zwischen den einzelnen Peni- 
cillium-Arten zutage traten; die einzelnen Gruppen und Sektionen je- 
doch konnten in bezug auf ihr Verhalten zu verschiedenen N-Quellen 
nicht besonders charakterisiert werden. 

Viele Penicillium-Arten zeigten die Fahigkeit, Casein abzubauen, 
und zwar besonders die Pilze der Rogueforti-Serie, P. 117, 58, 101. 
Penicillien, die Casein ausgefillt hatten, waren meist auch imstande, 
dieses nachtraglich aufzuldsen. 

Die Verwertung all dieser verschiedenen Substrate und das allgemein 
weitverbreitete Vorkommen der Gattung auf den unterschiedlichsten 
Medien in der Natur weisen auf eine grofe Zahl von Fermenten hin. 

Tannase wird von den einzelnen Penicilline in verschiedener Menge gebildet. 
Ein gutes, wenig unterschiedliches Wachstum zeigten alle Stémme in Nahr- 
lésungen mit 2,5 und 5% Tannin als einziger C-Quelle. Bei 10 und 20% Tannin- 
zusatz vermochten nur noch wenige Arten zu gedeihen. Unter unseren Penicilliwm- 
Arten vermochten vor allem folgende Stimme Tannin zu verwerten: P. pfefferia- 
num, P. viridicatum, P. tannophagum, P. purpurogenum, P. sanguineum, P. funi- 
culosum, P. gilvum; d.h. also vor allem Arten der Untergruppe Symmetricum und 
Monoverticillium. Vgl. Rrepen u. Kesertine, Stare u. Borres. (sowie Tab. 1) 

In der Literatur werden als Tanninzersetzer noch P. tannophagum Stapp, 
P. tannophilum Stapp, P. Thomii Maire, P. arenarium Schapoksnikow-Monteifel 
und P, juglandis Weidemann erwihnt, bis auf P. juglandis alles Monoverticillien. 


Tabelle 1. Verwertuna von Tannin durch Penicillium-Arten. 


Tanninkonzentration 
5% 10% 20% 
Monovert. Citromyces Pfeff. | +++ +--+ +++ 
P. Waksmanii het ++ — 
Asymmetr. P. chrysogenum +++ ++ — 
P. notatum t++ + — 
P. brunneo-rubr. +++ ++ — 
P. chlorophacum + :-f + + — 
P. Raciborskii t+4 +++ — 
P. griseo-fuloum b++ te — 
P. viridicatum +++ +++ — 
Symmetr. P. purpurogenum Se aliens seis — 
P. sanguineum +44 + — 
P. funiculosum +++ ++ — 
P. gileum +++ ci — 


—fehlendes, von + zu +-+-+ zunehmendes Wachstum. 


Der prozentuale Anteil unserer Tannin zersetzenden Formen betragt 
nnerhalb der Gruppen: Monoverticillium 50%, Asymmetricum 10,6%, 
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Symmetricum 50%. Dieses Ergebnis stimmt auch mit dem haufigeren 
Vorkommen von monoverticillaten und symmetrischen Arten im Wald- 
boden iiberein, wo hauptsichlich Gerbstoffe anfallen. Die Gattung 
Aspergillus verwertet Tannin zwar bedeutend besser (50%), doch bildet 
P. luteum mehr Tannase als A. oryzae, waichst jedoch nur bei geringeren 
Konzentrationen (A. RippEt). 


Die verzuckernde und. zuckerspaltende Kraft ist groB und allgemein verbreitet. 
Von den Carbohydrasen sind Invertase, Maltase, Lactase, Diastase und 
Amylase haufig vorhanden. Pectinase, bei Pilzen oft vorkommend, wurde 
von BERNHAUER und Knosiocn bei P. lutewm festgestellt. 

Cellulase ist weitverbreitet. Die vorhandene Menge und die damit verbundene 
Intensitét der Celluloseerzeugung war sehr unterschiedlich, wie folgende Versuchs- 
ergebnisse zeigten: Von unseren Penicillium-Stammen verwerteten 25% kaum, 
58% maBig, 15% stark und 3% sehr stark Cellulose als einzige C- Quelle. Wurde 
gleichzeitig eine wasserlésliche C-Verbindung zugegeben, so blieb die Cellulose 
unbertihrt. Tabelle 2 zeigt den mengenmaBigen Anteil der Gruppen und Sektionen 
an der Cellulosezersetzung. Srape erwahnt die Beteiligung verschiedener Peni- 
cillium-Arten beim Abbau cellulosehaltiger Substanzen im Erdboden. Nach 
WaxsmMsn kommt jedoch den von Penicillien abgebauten Cellulosemengen keine 
groBe Bedeutung zu, da in der Natur der tiberwiegende Teil der Cellulose durch 
Bakterien abgebaut wird. 


Tabelle 2. Fermentativer Abbau verschiedener Substrate durch Penicillium. 
(Ausgedriickt in Proz. der Arten.) 


2 E 212 S a 3 BS 3 2 
Verwertung von s 5 5 § S' s 5 5 is 5 S = 
& s i 2 5 
Cellulose : 
keine. f arets 2 e 3 —- 5 — 3 — 25 
SCHWHCHO Gs.) 6's 43 25 49 — 49 46 25 
maBige BERS OA jerks 27 -- 31 10 4] 34 25 
SUbQIM co ete ey ee ts he 24 75 15 90 vf 20 25 
ML aTATAaTD eS ames h 2 ie 99 100: 99 100 99 100 100 
EO OA emeree cohen ts 18 50 12 35 
Ce ers Oe Be Bl 20 ee ee 
IPCOUING Wa uate oo Mies pis) cate 100 100 100 100 100 100 100 
Gelatineverfliissigung : 
KelniGgemeet bo od oie 16 — ll 40 — 19 25 
Heilweisers 6.15 ob a 4] 50 43 20 46 25 25 
volistandige ..... 43 50 46 40 54 56 25 
Caseinausfallung : 
ohne Digestion. .. . 15 25 10 30 u 13 — 
mit Digestion ... . 40 — 52 40 79 33 34 
Digestion der Magermilch . 22 25 13 — 15 7 — 
Milch unveraindert .... 23 50 25 30 — 47 64 


Fiir das Vorhandensein proteolytischer Fermente spricht die 
Gelatineverfliissigung. Diese kam, wie Tabelle 2 zeigt, haufig vor. 


A. NIETHAMMER und S. UNGERER: 


310 


~~ ee =< 


‘Zyesn7z ouyO Uesey, FL YORU uNngsyoRA, SopeuIZoU = + + 


} t ! 
+44 +++ | (++)+ | ++ | t+++ | ++t+4 st wunaiugauuligy *1) 
SL me (rd: )ee eee +++ +++ Sie | Eablet "os wnadgauulisy “16 
ee ++ | (+)++ | “a | tb | +44 "5 + WnypaysaaqoUo fy “Ixy 
| 


OFSvOULO Gn AL 2 °/ pT WOA Z4USNZ 


JOyONZYOwr 


JAOYOPPIG. 


eos Meas Ga fe tect he et EE tS ++ |+etl4t4) +++] +++ |] ++ | °° *QOL Suabsearp “J 
Tgp ee ae ge ace am ae See a tee +++] +++] +4 ]4+44] ++ | +++ ]4 +44] ++ "+ +7 wnsundua “gq 
Br ele ee) SSMS cP to Ray ER sth te” He Pence ote ie Pe eae =} ++] ++) 4++4+ |++4++]+++4+] °° ‘Gy unsundza -g 
+++]++4+]/4+4+4]/++4++] +++ ++ ++ [+++] 444+] +4 | +4+ | #4) 444 )4+4+4+4+] +4+ | °° GEL wmsopsnw -g 
tale Mectad eri ade Ee amd ere aoa me ance) eins + Pe Sete eat ++] SOT em 
SF he tee ies agi MM tar oe ee teal tciakcs ate (Sec ties |ie ie ee cigar ena + +4 Fn em Ns go ae | og esc We a ol "5 "GG UNPDIYUA * I 
+ 2d et lees Tet eee + + Ser a ee ete tered ee ete pe fae oe " + PL apisa-osoun] *I 
++) ++] ++] +4+4+ | +4+4+ | +++) +4 ++ ++ + ++] ++] 444+ ]+++4++4] + "TLL wnjnsagnd *gq 
Hee el 44 | $e lee ele eee 4 ek ee | eee | et ee] ee eee tt + 4 FQ WNAGQNI-CIUUNLG “I 
PERE | B+ |) eS HS EP PE Ea et +e) ee | tat] +44.) +44] ° + SIT cero “d 
+ Ws ie ores wer errno preva ve al bovrerter ay Po tormc em rae eect eee, Seti eae | oe ee et | a A | OOT Menjou “J 

+ + }++4+i/t+4+4+4+]++4+4+] 444+ | +++) 44+] ++ ++ |+4+4+]/+4+4]})4+4++] +4+4+ | +4 | °° *° GL wnjnjou ‘gd 
ae ony eae ae gee ee erg pare ar Se eae +4 Be toke freee e ore lecte sk t+4 +4 ELL wnuaboshsyo “gq 
Se eed | [45 pele ee el tee hee ee eee Sal eel ee | te | +e | +4 «| + G99 mnuabochup “g 
Fes see tel b a -ESE Sea Se oe eee oh Meteor ae ere heieee ee aon see para PEP gpa Yal gy umOae 
%¢0'0) TOO | 00.0 | ¢0‘0 10‘0 ¢00°0 ¢0°0 10°0 sooo | goo | 100 | 00.0, go. | 100 ¢00°0 

| -sads wnynouad 
*(FON)OD TOSsIT TOsuz : ‘osu OH ¢-'osng 


‘uaffojssyon 4, pun Uazpns]|Mpa pT UoAa zosnz aq saiwads-unypaUagT UOA WNISYID AL “E MJEqe], 


Zur Systematik der Pilzgruppe Penicillium Lrvx. 311 


Weiter zeigten 48° der Penicillium-Arten eine Digestion der Mager- 
milch, wobei eine Ausfillung des Caseins der Digestion vorausgehen 
kann. Diese Peptonisierung trat bei der Mehrzahl der Arten ein, die 
Digestion zeigten 81°. Schon in friiheren Arbeiten wurde iiber diese 
Fahigkeit der Gattung berichtet, doch erfolgte keine Unterscheidung 
zwischen der Saéure- und Labgerinnung. Vergleicht man jedoch Siure- 
bildung und Caseinausfallung, so kann man feststellen, da auch 23% 
der nichtsaiurebildenden Penicilliwm-Arten Casein ausfillen. Der px- 
Wert konnte dabei bis auf 8 steigen, d.h. es erfolgte eine Fallung auf 
fermentativem Wege (Tab. 2). 


b) Die Bedeutung von Metallionen und Wuchsstoffen fiir das Wachstum 
und die Conidienbildung von Penicilline. 


Von Metallionen wirkten vor allem Cu, Mg und Zn giinstig auf das 
Wachstum und die Sporenbildung der Penicillien. ScHoprsr spricht in 
dieser Hinsicht von Pseudowachstumsfaktoren mineralischer Art. 85% 
aller Penicillien-Stamme zeigten bei Zugabe geringer Mengen von natiir- 
lichen wuchsstoffreichem Material, z. B. Bierwiirze, Malzextrakt, Hefe- 
extrakt, Rohzucker (nicht gereinigte Saccharose) oder ahnlichen eine 
deutliche Wachstumssteigerung (vgl. Tab. 3). 


c) Die Stéurebildung. 

Unter den Stoffwechselprodukten fallen die zahlreichen durch oxydative 
Garungen gebildeten Sauren auf. Kinzelne Staémme und Gruppen der Gattung 
sind durch eine besonders starke und typische Saurebildung gekennzeichnet, 
vor allem die Arten der Gruppen Monoverticilliwum und Symmetricum, ferner 
einzelne Typen der Radiata. Neben dem Alter der Pilzkolonie bestand eine starke 
Abhangigkeit der Saéurebildung vom Substrat, wie Versuche mit verschiedenen 
Nahrmedien zeigten. Erkannt hat man Citronensiure, Oxal-, Glykon- und Milch- 
siure, Essig-; Ameisen-, Propion-, Malon-, Wein- und Bernsteinséure, um einige 
der bekanntesten zu nennen; ganz abgesehen von vielen komplizierten Stoff- 
wechselprodukten, die haufig Saéurenatur aufweisen (vgl. BERNHAUER 1932). 


Eine Ubersicht iiber den Grad der Saurebildung unserer Staémme 
geben die Tabellen 4 und 5. 


Tabelle 4. Sdurebildung in Prozenten. 


Gattung pH 5,5 5,5—6,5 6,5—7 7 
Peniciluum ..... 7 40 32.) 20,5 
Gr. Monoverticillium . — 75 PAS) — 
Gr. Symmetricum . . 8.5 50 33 8,5 
Gr. Asymmetricum. . 6,5 35 35 2350 
Sih, SHOCK? ee Ree BO 54 26 16,5 
U. Gr. Fasciculata . . he? 37,) 37,0 23,8 


Mittel aus 3 Messungen am 6., 10. und 14. Tag nach der Impfung. py-Werte 
mit Hilfe des Foliencolorimeters nach WuLFF ermittelt. CzapeK-Dox-Nahrlosung. 
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Tabelle 5. Sdurebildung auf verschiedenen Nahrmedien. 


pH-Werte auf 
Cz.Dox-Nahrl. 
en ee UE EEEEESEEES SEY SlsnSSSESn EERE? 


Penicillium-Arten Milech Cz.-Gelatine 


P. chrysogenum 65... . 6—6,5 6,5—7 8—8,5 
P, notatumallO 3. 3 5,5—6 6 6 

Pe OLLI LOO) renege tte 5,5—6 6 zi 

P. brunneo-rubrum 64. . 6 6,5—7 7—8 
P. cyaneo-fuluum 70... 5,5—6 6,5—7 7—8 
P. puberulum 112 2.3%. 5,5—6 6 7—8 
P. viridicatum 105. . . 5 6 6,5 
Pen. Pfefferianum 73. . . 5,5 6 6 


Fast alle erwihnten Stoffwechselprodukte, besonders aber die Saéuren, kénnen 
in gréBerer Menge gebildet werden. Entscheidend dafiir, ob und welche Sauren 
auftreten, sind neben den Eigenschaften des betreffenden Stammes in weitestem 
MaBe die allgemeinen Kulturbedingungen, also Nahrstoffe, Temperatur, Ober- 
flachen- oder Tiefenkultur, Schiittel- oder Ruhekultur. Diese groBe Beeinflub- 
barkeit des physiologischen Geschehens bedingt die Mannigfaltigkeit der Stoff- 
wechselprodukte und erhédht durch eine erweiterte technische Verwendung die 
Bedeutung der Penicillien. 

Als Zellinhaltsstoffe konnten wir Kohlenhydrate, Lipoide und Proteine durch 
Farbungen mikroskopischer Priparate nachweisen. Unsere Penicillienstamme ent- 
hielten nur geringste Mengen an Fett, welche stets in Form kleinster Trépfchen 
im Mycel vorlagen. 


d) Farbstoffbildung und Farbenspiel. 

Die fiir die systematische und physiologische Bewertung der ein- 
zelnen Stémme wichtige Farbstoffbildung — ebenso das Farben- 
spiel — mu auf genau bekannten Naihrbéden beobachtet werden (vergl. 
dazu GrosspR, KUNDTNER-SCHWARZKOPF u. BERNHAUER 1950). Selbst 
auf ein und demselben Nahrboden lieBen die Farbungen bei Staémmen 
der gleichen Art — bedingt durch die starke stammweise Variabilitat — 
gewisse Unterschiede erkennen. Bei Einsporkulturen zeigten sich kaum 
Unterschiede in der Farbstoffbildung. Ging man hingegen von einer 
Massenaussaat von Conidien aus, so waren die Unterschiede in den 
Farbwerten bedeutend gré8er, da in solechen Kulturen Populationen 
vorliegen. P. citrinum bildete einen leuchtend gelben Farbstoff, der in 
der Literatur als Citrinin beschrieben wird und zugleich als Hemm- 
stoff gegen grampositive Bakterien wirken kann. P. obscurum schied 
nach langerer Kulturdauer auf seiner Unterseite einen schwarzen Farb- 
stoff ab. In der Sektion Radiata war eine gelbe Farbstoffabsonderung 
haufig, besonders auffallend bei den hierher gehérenden guten Hemm- 
stoffbildnern. Von P. chrysogenum und P. notatum wurde das gelbe 
Chrysogenin, dessen Struktur noch ungeklirt ist, abgeschieden. In 
Gegenwart von Borsiiure bildeten die eben genannten Arten das leuch- 
tend gelbe, griin fluorescierende Borocitrin (R. Kunn 1943). 
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Leuchtend rote und gelbe Farbstoffe sind neben dem Bau des Co- 
nidientragers ein Hauptcharakteristikum der zur Gruppe Symmetricum 
gehérenden Stamme. Die Unterscheidung in Luteo virida, Luteo pur- 
purogena und Purpurogena erfolgt nur nach der Farbstoffbildung. 
Chemische Untersuchungen liegen kaum vor. 

Der weitaus groBte Teil aller Pencilliwm-Stiimme (80°/,) war zu einer 
deutlichen Farbstoffbildung befiihigt. Auf Milch bildeten 80°/), auf 
Woe tyx-Lésung 60°/) und auf CzapEK-Dox-Lésung 57°/, aller Stimme 
Farbstoffe. Tabelle 6 gibt iiber diese Farbstoffbildung Auskunft. 


Tabelle 6. Farbstoffbildung auf 3 verschiedenen Nahrlisungen. 
(In Prozenten der untersuchten Stamme.) 


griinlich gelb orange-rot-braun farblos 
WOLTJE,CZ.DoOx, | WOLTIH,CZ.DoOx, | W6LTIE,Cz.DOX, | WOLTIE,Cz.DoOx, 
Milch Milch Milch Milch 
Monovert.-Arten. . LO TO! 20 TOF 10") 20 10 
Asymmetr.-Arten . PAIN pe | PA O;51 635) 3 113 6 7 
Velutina. ... 4 2 | 24,5) 24,5) 25 1 4 1 5 4 4 
var. Radiata. . 30 | 31,5) 31,5 3 2 ), 
Brevi compacta 33,3 33,3 33.3 
Lanata typica . 16,7) 33,2) 16,7 16,7 16,7 
Lanata divaricata 33,3| 33,3 33,3 
Funiculosa. . . 14 |14 4 3,5] 21,5) 21,5) 24,5 
Fasciculata. . . 9 |}20 |13 iS) 6 |16 8 113 
Symmetr.-Arten. . | 4 {13 | 8 | 4 |18,5/26 | 18,5) 4 | 4 


e) Die Bildung von Antibiotica. 

Antibiotica werden nicht nur von den am meisten bekannten Radiata 
gebildet, sondern auch von den verschiedensten Staémmen aller Sek- 
tionen. Allerdings koénnen nur verhaltnismaBig wenige Arten praktisch 
verwertbare Hemmstoffe bilden. Von allen gepriiften Stammen wiesen 
24°/, eine Hemmung gegen Staphylococcus aureus, 26°/, gegen Bac. mesen- 
tericus, 10% gegen Escherichia coli und 14% gegen verschiedene mikro- 
skopische Pilze auf. Diese Zahlen geben vielleicht einen hoheren Durch- 
schnitt an hemmenden Arten an, als den tatsichlich in der Natur vor- 
liegenden Verhiltnissen entspricht. Der Grund liegt wohl darin, daf 
ein groBer Teil der untersuchten Penicillien aus Bliiten isoliert wurde 
und die aus der Prager Sammlung tibernommenen Stamme verhiltnis- 
miBig zahlreiche Hemmstoffbildner aufwiesen. Hin Vergleich der unter- 
suchten Arten zeigte, daB die Gruppen Symmetricum und Monoverti- 
cillium gegen Bakterien wirksame Hemmstoffe in geringerem Mafe zu 
bilden vermégen. Durch die zahlreichsten und kraftigsten Hemmstoff- 
bildner zeichnet sich die Gruppe Asymmetricum aus, vor allem die 
Sektion Radiata, mit den bekannten Penicillium notatwm und chryso- 
genum. Bei Priifung der Hemmwirkung zahlreicher Penicillium-Stamme 
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unserer einstigen Prager Sammlung gegeniiber den genannten Bakterien 
fanden auch BERNHAUER u. Ravucn, daB die Vertreter der Sektion 
Radiata am kraftigsten hemmten. 

Aus vielen Versuchen ging hervor, wie verschieden sich die einzelnen 
Stimme einer Penicilliwm-Species bei der Bildung von Hemmstoffen 
verhalten kénnen. Auch. bei ein und demselben Stamm ist das Bildungs- 
vermoégen fiir antibiotische Substanzen Schwankungen unterworfen. 
Selbstverstiindlich spielten hierbei die ernahrungsphysiologischen Ver- 
hiiltnisse und die Umweltsbedingungen eine Rolle. Neuerdings wird diese 
Variabilitat jedoch auch mit heterokaryotischen Kerniibertritten zu er- 
kliren versucht. Gegen grampositive Bakterien wirksame Stamme zeigten 
meist keinerlei Hemmwirkung gegen die gramnegative Escherichia coli. 

Vergleicht man die antibiotische Leistungsfahigkeit mit den phy- 
siologischen Eigenschaften, so zeigte sich folgendes: Eine deutliche 
Farbstoffbildung war vor allem bei den antibiotisch wirksamen 
Stimmen, besonders aber in der Sektion Radiata, auffallend (54% mit 
kraftiger, 25°, mit schwiicherer Farbstoffbildung gegen 16 und 32°, 
bei antibiotisch unwirksamen Staémmen). Das Wachstum auf Cellu- 
lose war, wie schon erwahnt, bei den antibiotisch unwirksamen mono- 
verticillaten und symmetrischen Arten am kriftigsten. 


Tabelle 7. Antibiotische Wirkung — Cellulosezersetzung. 


Anti- | Wachstum auf Cellulose in °/, 

biotische| | l 

| Wirkung_| fehlt | miBig | gut | sehr gut 
| 


Monoverticillitum-Arten ......... fobhcd.. | Oi etree / 25 


5 5 | 50 
Sanumetrs cum A Tue a y.aew bee ee viits Mat its <t Si Dist inD 54,5 | 36,5 
Asymmetricum-Arten, antibiot. unwirksam | — | 4 | 91 5 / 0 
Asymmetricum-Arten, antibiot. wirksam . | + | 5,5 | 78,5 | 16 0 


| \ \ { 

Bei den asymmetrischen Arten konnte von einem eindeutigen Zu- 
sammenhang zwischen antibiotischer Leistungsfihigkeit und geringem 
Wachstum auf Cellulose nicht gesprochen werden. Die Radiata, zu denen 
neben den Fasciculata die meisten Hemmstoft bildner gehéren, vermochten 
zwar nur in sehr geringem Mafe auf Cellulose zu wachsen (90°, schwach 
oder mabig, 4% gut), jedoch wurde die Cellulose von den antibiotisch 
aktiven Staémmen der Fasciculata besser verwertet (16%, in Tab. 7). 

Von den antibiotisch wirksamen und unwirksamen Stiéimmen wurde 
haiufig Siure gebildet. Bei unseren Stiimmen von P. chrysogenum, 
welches allgemein als guter Siiurebildner bezeichnet wird (Moyrr, May, 
Harrick), trat diese Fiihigkeit nicht besonders in Erscheinung. 

Kine gewisse Beziehung zwischen dem Vorhandensein zahlreicher Fer- 
mente und der antibiotischen Leistungsfihigkeit schien nur insofern zu be- 
stehen, als antibiotisch wirksame Stimme meist iiber einen regen Stoff- 
wechsel verfiigen. Tabelle 8 zeigt eine diesbeziigliche Zusammenstellung. 
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Tabelle 8. Antibiotische Leistungsfihigkeit und physiol. Eigenschaften. 


1 Gegen grampositive Bakterien. 


2 Anwesenheit von proteolyt. 
fallung) und Tannase. 


+++ Sehr kraftig, ++ kraftig, + schwach. 


Ferment-? 
reichtum 


Wachstum 
auf 


Penicillium species Bieta cE nde oe ee 
VELUTINA | | 
Radiata 
P. chrysogenum 113. et th ee 

65. m See rs 4 
59. HD on ey 
P. baculum 115. ai die 4 
P. notatum 72 . + eis iy 
6. 4 fae a a 
110 re por | set ebe a. sate 
100. 4 | ee £ 
: 108 EE | soe 4 
P. brunneo- apes 88. ate i a 
89. sete pe = 
104. a BAT ie es 
81. a | a a 
P. cyaneo-fulvuum 109. oe Sek of a 
119. ie oieioen ce 
124. aii 
Divaricata 
P. citrinum 99. SEI ria = 
Stellata 
Pe roguejorty Ui 3. i — a 
BREVI COMPACTA 
P. Hagemi 120. + stots ae 
LANATA 
P. Raciborskii 60. x — 4 
P. lanoso-viride 74 . as 4 4 
P. janthinum 96 . 4: oe seer =e 
FUNICULOSA 
P. Godlewskit. 84. . + +++ = 
P. psittacinum 107. a 4 et 
2 neti aga 
P. viridicatum 105 . seat + aE sf 
P. crustosum 122 . 4. a zs ana 
P. aureo-griseum 123 . af —_ Eee 
_P. glaucum 116. ++ as ++ 
P. expansum 57 oer aaa e 
ile ++ +4 - 
UUs +4 +4 i 
P. claviforme 67 . 4 ++ + 
P. corymbiferum 98. ++ — 445 
127. + — ++ 
P. granulat.um 83. + + = 
P. dovergens 106 . +- aa 


Fermenten (Gelatineverfliissigung, Caseinaus- 
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Tabelle 9. Antibiotische Wirkung von Penicillium species gegen andere 
mikroskopische Pilze. 
| Hemm- 
P. species | Testorz. wirkung Beobachtungen 


rm  —————— —— — — —— ———— 


sd 


** P, 


*x —P 


+ P, 


*P. 


*P. 


Wie. 


Bs 


re 


. notatum 110 . 


chrysogen. 113 


citrinum 


expansum 75. 


glaucum 116 . 


viridicatum 105 


Hagemi 78. 


intricatum 95. 


gris. fulvum 92 


ros. purp. 135. 


purpurogen. 97 


92F- 


Asp. niger 
Clad. herb. 


| Ceph. sp. 


| Fus. dim., niv. 


Fus. nivale 
Asp. niger 
Clad. herb. 
Ceph. sp. 

Fus. dim. 

Asp. niger 
Clad. herb. 
Ceph. sp. 

Fus. nooc. 
Asp. niger 


| Clad. herb. 


Ceph. sp. 
Fus. nivale 


| Asp. terr. 


Clad. herb. 
Ceph. sp. 
Fus. nivale 
Asp. niger 
Clad. herb. 
Ceph. sp. 
Fus. dim. 
Asp. niger 
Clad. herb. 
Ceph. sp. 


Fus. monilif. 


Asp. terr. 
Clad. herb. 
Ceph. sp. 
Fus. dim. 
Asp. niger 


| Clad. herb. 
| Ceph. sp. 


Fus. neoc. 


| Asp. terr. 


Clad. herb. 
Cheph. sp. 
Fus. nivale 
Asp. niger 
Clad. herb. 
Ceph. sp. 


| Starke gelbe Farbstoffbil- 


dung des P. 110. Bei Asp. und 


Ceph. Wachstumsstillstand 


| P. 113 sondert starken 
| gelben Farbstoff ab 


Deutliche Hemmzonen. P. 75 


_ bildet gelben Farbstoff. 


Koremienbildung 


| Wachstumsstillstand 


Das Clad. wachst nur schwach 


| Wachstumsstillstand 


P. 105 sondert gelben Farb- 


| stoff ab, wachst in Koremien 


Gegenseitige Durchwachsung. 


_z.T. Uberwachsungen d. P.78 


| Nur geringe gegenseitige 
| Uberwachsungen. Meist 


Wachstumsstillstand 


| P.92 und Asp. durchwachsen 


sich gegenseitig 
Sonst Wachstumsstillstand 


P.135 wird im Wachstum zu- 
riickgedrangt, z.T. tiber- 
wuchert 


Aspergillus tiberwuchert 
Sonst deutliche breite Hemm- 
zonen. P. 97 sondert kraftigen 
roten Farbstoff ab. 


= Stimme, die auf grampositive Bakterien hemmend wirken. 


Stamme, die auf gramnegative Bakterien hemmend wirken. 
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Tabelle 10. Antibiotische Wirkung von Penicillium species gegen Stamme der eigenen 


Gattung. 


Penicillium-Arten 


Zuerst eingeimpft 


Hemm- 
wirkung 


Bemerkungen 


—_—————————————————————————————e———————————————SSSESSFSFMSsseF 


**_. P, notatum 110 . 


**  P.notatum 72. 
** > P. chrysogenum 113 
** P. cyan. fulvum 119 
** P.citrinum. 99. 
**) P.expansum 15. . 
** P. viridicatum 105 
tE Po glaucum. *. 116 
* P.notatum. . 102 
* P.intricatum 95. 
ee O GIG LS on 
P.notatum 108 . 
P. br. rubrum 62... 
P. solitum 103 . 


—> P. purpurogenum 97 


P. sanguineum 96. 


P. gilvum 136. 


P. aureolimbum 137 


**  P. Godlewskii 84. 
**  P. viridicatum 105. 
P. Waksmannii 129 
xr Pl expansum 17. . 
P.br. rubrum 118 . 
P.expansum 114 . 
**k P. notatum 126 . 
*_; P. intricatum 95. . 
P.br. rubrum 118. 
* P.notatum 102 . 
P. solitum 103. . 
P. aureolimbum 85 
P.chloroph. 76 . 
**  P.notatum 110 . 
* P.notatum 102 . 
> P. griseofulv. 92. 
P. Raciborski 60 . 
P. solitum 103 . 
7x PP. notatum 12’. 
** P.expansum 77. 
P.aureolimbum 85 
** P. notatum 126 . 
P. solitum 103 . 
* P. Hagemi 78. : 
** P.divergens 106 . 
—> P. griseofulv. 92. . 
-P. suaveol. 66. : 
** 5 P, citrinum. 99. . 
—> P. intricatum 95... 


Citromyc. Pf.73. 


> P. Waksmanni 129 


Citromyc. Pf. 73. 


P. 110 bildet sehr star- 
ken dunkelgelben 
Farbstoft 


P. 126 zeigt nur sehr 
geringes Wachstum 


P.99 wachst starker 


Starker gelber Farb- 
stoff 


P.95 tiberwascht z. T. 
Pe 10s 


Wachstumsstillstand 
Wachstumestillstand 


P. 103 wird tiber- 
wachsen 
Durchwachsen sich 
gegenseitig 

P. 96 bildet leuchtend 
roten Farbstoft. 
Wachstum von P. 73 
wird unterdriickt. 
P.136 bildet rot- 
gelben Farbstoff 
P.137 bildet rot- 
gelben Farbstoft 


** Stamme, die auf grampositive Bakterien hemmend wirken. 


* Stamme, die auf gramnegative Bakterien hemmend wirken. 


_s Stimme, die auf andere pilzliche Mikroorganismen hemmend wirken. 


Weiterhin sind in Tabelle 9 die Hemmwirkungen einiger Penicilliwm- 
Arten gegen Pilze anderer und in Tabelle 10 gegen Vertreter der gleichen 
Gattung zusammengestellt. 


318 NreruamMer und Uncrrer: Zur Systematik der Pilzgruppe Penicillium Link. 


, Zusammenfassung. 

78 aus Bodenproben, Bliiten, Nektar und von anderen Standorten 
isolierte Stimme der Gattung Penicillium wurden sowohl auf ihre mor- 
phologischen, besonders aber auf ihre physiologischen, einschlieBlich der 
antibiotischen, Eigenschaften hin untersucht. 

Bei den gepriiften Arten zeigte es sich, daB die mannigfaltigen phy- 
siologischen Fahigkeiten sehr variabel und in allen Fallen stark durch 
Umweltbedingungen beeinflu8bar sind. Es waren jedoch haufig Ver- 
iinderungen der physiologischen Eigenschaften und Fahigkeiten auch 
ohne Variationen der 4uBeren Bedingungen feststellbar, wie das besonders 
an den antibiotischen Leistungen und der Farbstoffbildung zutage trat. 

Die heutigen systematischen Gruppen besitzen nur zu einem kleinen 
Teil auch physiologisch iibereinstimmende Kennzeichen. Daher 1aBt sich 
zwischen der systematischen Stellung der Staémme, ihrer Hemmstoff- 
bildung und ihren physiologischen Leistungen keine eindeutige Be- 
ziehung feststellen. Die hemmstoffbildenden St&émme besitzen eine 
allgemein groBbe Leistungsfihigkeit und lassen lediglich in tiberwiegen- 
dem Mabe eine Zugehérigkeit der gegen grampositive Bakterien wirk- 
samen Arten zu den Radiata und Fasciculata, sowie der gegen mikrosko- 
pische Pilze wirksamen Arten zu den Symmetrica erkennen. 


Wenn auch fiir einen Teil von Penicillium-Gruppen oder was weniger 
haufig ist, Penicillium-Arten gewisse physiologische Fahigkeiten cha- 
rakteristisch waren, so lie doch die starke Variabilitét der physio- 
logischen Leistungen deren Heranziehung zur Bestimmung als un- 
geeignet erscheinen. Eine Bestimmung hat sich also im wesentlichen 
auf die weniger variabeln morphologischen und vor allem makro- 
skopischen Merkmale zu stiitzen. 
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Untersuchungen zur Frage der Variabilitiit 
der Formaldehyd- und Phenol-Empfindlichkeit von 
Micrococcus pyogenes var. aureus (Staphylococcus aureus). 


Von 
WALTER HARM, Berlin. 


Mit 7 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 22. Mai 1951.) 


Die Bakterien haben als Objekte der Vererbungswissenschaft seit 
Beginn des letzten Jahrzehnts in steigendem Mafe an Bedeutung ge- 
wonnen. Bei bequemen Ziichtungsbedingungen bieten sie durch die 
rasche Aufeinanderfolge der Zellgenerationen und den damit verbun- 
denen ungeheueren Individuenreichtum der Populationen dem Genetiker 
Vorteile, wie er sie in dieser Form in keiner anderen Organismengruppe 
findet. Die biologischen Eigentiimlichkeiten und die Individualitat der 
Bakterienzelle gestatten auch Vererbungserscheinungen kennenzulernen, 
die bei héheren Organismen entweder gar nicht vorkommen oder aber in- 
folge der ganzlich anderen methodischen Situation nicht feststellbar sind. 


Hierzu gehoren z. B. die Komplexmutationen, die haufiger, als nach den be- 
treffenden Einzelmutationsraten erwartet, auftreten (Lurra 1945/46), ferner die 
nach EKintritt emer Mutation um mehrere Zellgenerationen verzogerte Manifestierung 
des entsprechenden Phans (Demerec 1946; DemErec und Latrarser 1947; New- 
COMBE und Scott 1949) und die spezifischen Erbumwandlungen, die nach direkter 
Aufnahme von entsprechenden Desoxyribonucleinséuren vonstatten gehen 
(McCarty u.a. 1947; WustpHaL 1947; VenpRELY 1947). Derartige Phanomene 
sind geeignet, unsere Kenntnis vom Vererbungsgeschehen zu erweitern und die 
Allgemeingiiltigkeit der bestehenden Theorien zu priifen. 

Andererseits gestattet die prinzipielle Ubereinstimmung des Mutations- 
vorganges bzw. der ihm zugrunde liegenden Erbelemente bei Bakterien 
und héheren Organismen, die durch biophysikalische Analysen nach- 
gewiesen werden konnte (KapLan 1947, 1948, 1949, 1950 u.a.), die 
Anwendung genetischer Erkenntnisse auf gewisse Probleme der Bakte- 
riologie. So haben schon seit langerer Zeit die bakteriellen Resistenz- 
erscheinungen das Interesse der Forschung fiir sich in Anspruch 
genommen, wofiir auBer allgemeinbiologischen Gesichtspunkten auch 
praktisch-medizinische Erfordernisse ausschlaggebend waren. Nachdem 
zuerst die Widerstandsfaihigkeit von Bakterien gegen Bakteriophagen 


und Strahleneinfliisse als genotypisch bedingt erkannt worden war 
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(DeLpriick u. Luria 1943; WrrKrn 1947 u.a.), lag die Annahme nahe, 
da®& auch das Auftreten therapieresistenter Stimme, das sich besonders 
im Falle der Sulfonamidbehandlung der Gonorrhoe in wachsend un- 
angenehmerem Make bemerkbar machte, in der mutativ abgeanderten 
Erbsubstanz einzelner Zellindividuen seine Ursache finden kénnte. 

Experimente von Lurta und OaKBERG mit Natriumsulfatthiazol und 
von DemeErec (1945, 1948, 1949) mit Penicillin, Streptomycin und 
Aureomycin sowie neuerdings mit Chloromycetin, Neomycin und 
Terramycin (Bryson und DemerReEc) konnten diese Annahme vollauf 
bestiitigen. Sie zeigten, daB eine + spezifische Resistenz meist schritt- 
weise durch mehrere voneinander unabhingige Spontanmutationen des 
Erbgutes erreicht wird, wobei das betreffende Therapeutikum zwar eine 
entscheidende Rolle als Selektionsfaktor spielt, nicht aber als causa 
efficiens in Frage kommt. Diese genetische Situation fiihrte zu der Er- 
kenntnis, da nur eine ausreichend hohe Dosierung und womdglich eine 
Simultanbehandlung mit verschiedenen Mitteln einen Erfolgsriickgang 
auf die Dauer verhindern kann. 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Frage, ob derartige Unterschiede 
in der Widerstandsfahigkeit unter Umstianden auch bei Anwendung von 
Desinfektionsmitteln auftreten k6nnen, an Micrococcus pyogenes var. 
aureus! unter Verwendung von Formaldehyd und Phenol experimentell 
gepriuft?. Diese beiden Stoffe erschienen hierzu besonders geeignet, da 
sie nicht nur eventuell vorhandene Spontanmutanten mit erhdhter 
Widerstandsfahigkeit zu selektieren vermégen, sondern — zumindest im 
Zusammenwirken mit anderen Faktoren — auch selbst Mutationen in- 
duzieren (HADORN u.a. 1948; Niger 1948; AuERBAcH 1949). Da die 
bactericide Wirkung beider Stoffe offenbar auf sehr allgemeinen chemi- 
schen bzw. chemisch-physikalischen Prozessen beruht, war von vorn- 
herein eine Resistenzsteigerung in dem gleichen hohen Mae wie bei den 
genannten Therapeutika, die in spezielle Stoffwechselprozesse eingreifen, 
unwahrscheinlich. Dennoch erschien die Fragestellung sinnvoll, da die 
Widerstandsfihigkeit eines Bakteriums gegen ein schidigendes Agens 


' Mit der Wahl der Bezeichnung ,,Micrococcus pyogenes var. aureus (statt 
Staphylococcus aureus), die Brrary’s Manual of Determinative Bacteriology, 
6. Aufl. (1948), entnommen ist, welches als bindend fiir die bakteriologische Nomen- 
klatur angesehen wird, beabsichtigt Verf., der Notwendigkeit einer Vereinheit- 
lichung der Nomenklatur zur Vermeidung von MiBverstandnissen Geniige zu tun. 
Im Text werden jedoch die genannten Mikroben der Einfachheit halber vulgiir als 
» Staphylokokken* bezeichnet. 

* Fiir die Anregung und wissenschaftliche Anleitung bei der Durchfiihrung der 
Arbeit bin ich Herrn Prof. Dr. H. Nacursueim (Direktor des Instituts fiir Genetik 
der Freien Universitit Berlin und des Instituts fiir vergleichende Erbbiologie und 
Erbpathologie der Deutschen Forschungshochschule Berlin-Dahlem) und Herrn 
Prof. Dr. K. Hercken (Abteilungsleiter im Robert-Koch-Institut fiir Hygiene und 
Infektionskrankheiten, Berlin) zu besonderem Dank verpflichtet. 
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nicht nur durch Abinderungen im Stoffwechsel (z. B. Produktion ant- 
agonistisch wirkender Substanzen o. i.) erhdht sein kann, sondern mig- 
licherweise auch durch morphologische Abiinderungen, z. B. Bildung von 
, Schutzhillen“, Verkleinerung der relativen Oberfliiche, geringere 
Permeabilitat der Zellmembran fiir den betreffenden Stoff u. a. m. Somit 
mupten hier gerade die geringeren genotypisch bedingten Resistenzunter- 
schiede besser zu erfassen sein als beispielsweise bei den genannten Thera- 
peutika, wo sie durch die groBen ,,Resistenzspriinge iiberdeckt werden. 

Fiir die Versuche ergaben sich im wesentlichen folgende Gesichts- 
punkte: 1. Ermittlung der quantitativen Wirkung von Formaldehyd und 
Phenol auf den verwendeten Standardstamm. — 2. Selektion von 
Staémmen mit erhohter Widerstandsfahigkeit gegen die beiden Stoffe 
und Prifung ihrer erblichen Konstanz. — 3. Priifung der Widerstands- 
fahigkeit von auftretenden morphologischen Mutanten. 


A. Material und allgemeine Versuchsmethodik. 


Als Ausgangsmaterial fiir die Versuche wurde ein kraftig pigmentierter Stamm 
von Micrococcus pyogenes var. aureus aus menschlichem Infektionsmaterial ver- 
wandt, der durch starkes Haimolysevermégen ausgezeichnet war. Durch mehr- 
maliges Suspendieren und Ausspateln wurde eine Klonkultur isoliert, auf eine 
Anzahl Agar-Schragréhrchen weiterverimpft und diese als Standardkulturen im 
Kiihlraum bei + 5° C aufbewahrt. Als Kulturmedien dienten normale Agarnahr- 
béden, und Bouillon aus Fleischwasser (py 7,4—7,6). Die Durchfiihrung simtlicher 
Keimzahlbestimmungen geschah in grundsatzlich gleicher Weise: Eine Probe der 
keimhaltigen Fliissigkeit wurde in Zehnerpotenzen steigend mit sterilem Aqua 
dest. so weit verdiinnt, da nach Ausspateln von 0,1 cm? Suspension auf vor- 
getrocknete Agarplatten die angewachsenen Kolonien genau gezahlt werden 
konnten (meist bis zu einigen hundert Kolonien je Platte). Kine Multiplikation 
mit dem reziproken Verdiinnungsfaktor ergab dann die relativen Keimzahl- 
werte!, deren Ermittlung fiir die genannten Fragestellungen geniigte. Die 
Priifung dieses Plattenzaihlverfahrens in mehreren Vorversuchen ergab, da8 trotz 
der fiir die Einzelkolonie nicht mehr feststellbaren Ausgangsindividuenzahl (ent- 
weder 1 Individuum oder mehrere) beim Ausspateln von 5 gleichen Proben auf ge- 
trennten Platten fiir eine Keimzahlbestimmung befriedigende Mittelwerte und 
Fehlerspannen 2 + m(z)? erzielt werden (Tab. 1). Die Fehler, die durch Haften- 


1 Absolute Keimzahlwerte lieBen sich auf diese Weise nur errechnen, wenn 
jede gezihlte Kolonie auf ein einziges Individuum zuriickginge. Da Staphylokokken 
jedoch nur zum Teil einzeln suspendiert sind, haufig dagegen auch als Diplokokken 
oder in Form groRerer Gruppen, wurde zur Bestimmung absoluter Keimzahlen 
ein Faktor 1,81 -- 0,09 durch mikroskopische Auszihlungen ermittelt, der unter be- 
stimmten Vorkultur- und Entnahmebedingungen (vgl. folgende Seite) und bei Kolo- 
niezahlen von etwa 850 gilt. Absolute Keimzahl = (1,81 -+ 0,09) x relative Keimzahl. 


: . tl 
2 Als Mittelwerte wurden, die arithmetischen Mittel der Zahlwerte z = m4 (2, + 2 


-..%,) genommen und die Fehlerspanne des Mittelwerts unter Annahme einer 
n 
Gauss-Verteilung der Einzelwerte nach m (z) = y/ 2) (2—2;)" errechnet. 


Tie 


n (n +1) 
29% 


ae 
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bleiben einzelner Keime am Spatel entstehen, wurden bei gréBeren Koloniezahlen 
(iiber 100) zu 1,8—3,5% ermittelt und blieben in jedem Falle unberiicksichtigt. 


Tabelle 1. Ubersicht iiber die Ergebnisse eines Zdhlversuches zur Gegeniiberstellung 
der empirischen und theoretisch erwarteten Werte (vgl. Text). 


mittl. Fehler 
Er- 


; Mittel- |d. Hin-!  d. Ab- 
N er- Zihlwerte zy wert zel- Mittel- PeRES weichung 
diinmnung z werte | wertes | pystte 


mz) | m (2) 


10-5 | 646 ||689|*| 632 | 614 | 621 628 | 14,0 | 7,0 634,8 | — 1,07% 
-10°® | 554 | 491 520 | 425 | 491 496 | 47,5 | 21,25 | 507,8 | — 2,33% 
-10-® | 430 | 383 | 379 | 413 | 366 | 394 | 26,4 | 11,50] 380,9 | + 3,45% 
-10-® | 263 | 235 | 236 | 250 | 274 | 252 17,0! 7,60 | 253,9 | —0,75% 
-10°* | 164 | 149 125 | 112 | 105 | 131 | 24,9 | 11,15} 127,0) + 3,16% 

10-6 51 72 57 | 67 66 63 | 8,5 | 3,75 63,5 | —0,79% 
= Ome 37 42 37 | 25 | 34 35 | 6,3 | 2,81 32,0 | + 9,40% 

10-7 4 6 13 2 9 7 | 4,4) 1,94 6,4 | + 9,40% 


hyvaitiet ios pis cinow ocseney pb SP 2006,3 


Ne oD wo 


or 


* Werte, die, wie in diesem Falle, auBerhalb des 144 fachen mittleren Fehlers 
der Einzelwerte lagen, blieben bei der Berechnung unberiicksichtigt. 

Wenn nicht anders angegeben, wurde fiir die Versuche die getriibte Flissigkeit 
von 24 Std alten, bei 37° C gewachsenen Bouillonkulturen ohne vorheriges Auf- 
schiitteln des Bodensatzes verwandt. Die Keimdichte schwankte dabei relativ 
geringfiigig (nach Verdiinnung auf 10-5 wuchsen meist zwischen 500 und 750 
Kolonien, je 0,1 cm® ausgespatelter Suspension) und die Versuchsgenauigkeit war 
nicht durch die im Bodensatz stets stirkere Verklumpung gefahrdet. 

Um allgemein Versuchsfehler soweit méglich zu vermeiden, wurde folgendes 
besonders beachtet: 1. Die zu verwendenden HCHO- und Phenol-Verdiinnungen 
wurden nach orientierenden Ermittlungen in fiir alle Versuche ausreichenden 
Mengen stufenweise von zuvor titrierten Stammlésungen angesetzt und in ge- 
schlossenen Flaschen dunkel aufbewahrt. Eine spitere Titration ergab, dafS wahrend 
der Zeitdauer der Arbeiten keinerlei meBbare Konzentrationsveranderungen, ein- 
getreten waren. — 2. Bei allen Experimenten wurde auf méglichste Temperatur- 
konstanz geachtet. — 3. Soweit méglich, wurde bei zu vergleichenden Versuchen 
Nahragar bzw. Bouillon der gleichen Kochung verwendet. 


Die Versuchsanordnungen sowie die Testmethoden zur Priifung der 
Widerstandsfaihigkeit werden im einzelnen im experimentellen Teil an- 
gegeben. 


B. Experimenteller Teil. 


I. Quantitative Ermittlung der Formaldehyd- und Phenolwirkung. 

Zur Charakterisierung der Empfindlichkeit des Ausgangsmaterials 
als Vergleichsbasis fiir die experimentell beeinflu&ten Staémme (vgl. 
Abschn. BIT) muBte die quantitative Wirkung von Formaldehyd und 
Phenol festgestellt werden. Die bei Desinfektionsversuchen vielfach an- 
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gewandte Endmethode erwies sich als Test fiir diese Zwecke als aus- 
reichend; sie wurde in der nachfolgend wiedergegebenen Form an- 
gewandt: 


10 cm’ einer auf 2- 10~? in Aqua. dest. verdiinnten Bouillonkultur wurden mit 
10 cm® 0,100%iger HCHO-Liésung bzw. 10 cm? 0,500%iger Phenollésung ver- 
mischt, so daB sich eine Gesamtkonzentration des HCHO von 0,050%, des Phenols 
von 0,250% und eine Staphylokokkenverdiinnung von 10-2 ergab, und im Wasser- 
bad bei 37° C gehalten. In bestimmten Zeitabstanden wurden Proben von 0,1 em? 
dieser Suspension in sterile 5 em?-Bouillonréhrchen tiberimpft und bebriitet. 


Tab. 2 gibt das Verhalten des Standardstammes in diesem Test wieder. 


Tabelle 2. Hmpfindlichkeit des Standardstammes gegen Formaldehyd und Phenol bei 
37° O, mit der Endmethode bestimmt (vgl. Text). 


Zeitdauer Wachstum nach Uberimpfung von 0,1 cm? in Kontrollréhrehen 
der Einwirkung 
(Min.) HCHO 0,050% Phenol 0,250% 
60 =F Si 
120 + a 
180 == aa 


Zur Sicherung der Ergebnisse wurden bei jeder Entnahme 3 Rohrchen, 
in gewissen Fallen sogar 6 Rohrchen beimpft, da mit Zufalligkeiten ge- 
rechnet werden muBte. Wie ersichtlich, ist in derartigen Konzentrations- 
bereichen unter den angegebenen Bedingungen der Wirksamkeits- 
quotient Formaldehyd/Phenol etwa 5: 1. Zur moéglichst exakten Durch- 
fiihrung des Tests wurden simtliche verwendeten Losungen vor Beginn 
auf 37° C vorgewarmt. 

Als weiteres Charakteristikum der HCHO- bzw. Phenol-Empfindlich- 
keit kann die héchste Konzentration des betreffenden Desinfiziens an- 
gesehen werden, bei deren Anwesenheit in Bouillon eine Bakterienver- 
mehrung gerade eben noch méglich war. 


Um diese Grenze festzustellen, wurden jeweils 4,4 cm* Normalbouillon mit 
0,5 em? Formaldehyd- bzw. Phenollésung vermischt und 0,1 cm® einer auf 1 : 20 
in Aqua dest. verdiinnten Bouillonkultur hinzugegeben, so da®B insgesamt die 
Konzentration des Desinfiziens genau 4/,) der verwendeten Lésung betrug und di> 
der Staphylokokkenkultur 107°. 


Nach Bebriitung im 37°-Schrank ergab sich das in Tab. 3 gekenn- 
zeichnete Verhalten des Standardstammes. 


Tabelle 3. Wachstum des Standardstammes in Bouillon mit verschiedenem Gehalt an 
Formaldehyd und Phenol (vgl. Text). 


Formaldehydkonzentration Wachstum Phenolkonzentration Wachstum 
0,004% 0,100% es 
0,005% ae | 0,125% as 
0,006% ae | 0,150% | ae 
0,007% = 0,175% “¢ 
0,200% = 
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Hier liegt also der Wirksamkeitsquotient Formaldehyd/Phenol bedeutend 
hdher (etwa 30: 1) als beim Endtest, was ein Hinweis auf die Schwierig- 
keit eines allgemeinen Wirksamkeitsvergleiches zwischen zwei physio- 
logisch unterschiedlich wirkenden Stoffen sein mag. 

In einigen Versuchen wurde der Verlauf der Wachstums- bzw. 
Abtétungskurven in Abhangigkeit von der Zeit bei verschiedenen HCHO- 
Konzentrationen in Bouillon festgestellt (Abb. 1 und 2). 

Es wurden jeweils 10,0 em? HCHO-Lésung mit 9,5 cm? doppelt konzentrierter 
Bouillon und 0,5 em? Staphylokokkensuspension (1 : 2500 bzw 1 : 5000) vermischt, 

so daB abgestufte HCHO-Konzentratio- 
oSHCHO nen von 0,0001—0,012% bei einer Sta- 
760000 0,0001% phylokokkenverdiinnung von 10~° bzw. 
¥, - 10% zur Verfiigung standen. Als Kon- 
trolle wurde statt HCHO-Lésung Aqua. 
dest. zugegeben. Die Temperatur betrug 
in jedem Falle 37° C. 
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Abb. 1. Abb. 2. 


Abb. 1. Wachstumskurven von Micrococcus pyogenes var. aureus in Formaldehyd-Bouillon ver- 
schiedener Konzentration. 


Abb, 2. Abtétung von Micrococcus pyogenes var. aureus wihrend 6 Std in Formaldehyd-Bouillon 
verschiedener Konzentration. 


Die Wachstumskurven (Abb. 1) zeigen nach der iiblichen ,,Anlauf- 
Phase“ exponentiellen Anstieg, wobei der Vermehrungsfaktor je Zeit- 
einheit mit steigender HCHO-Konzentration erwartungsgema® geringer 
wird, Bei 0,002, blieb wiihrend der ersten 6 Std die Keimzahl nahezu 
gleich, stieg aber dann im Laufe von 24 Std bis zur Sattigung an. Von 
den Abt6tungskurven sind nur die Anfiinge graphisch dargestellt, sie 
sind ebenfalls bis auf die bei 0,012, im Rahmen der Versuchsgenauig- 
keit als exponentiell anzusehen. Bei 0,003°%, war allerdings eine Eigen- 
tiimlichkeit festzustellen: Nachdem die durchschnittliche Keimzahl je 
0,1 cm? nach 48 Std bis auf <1 abgesunken war, fand anschlieBend 
wieder ein Wachstum bis zur Sattigung der Bouillon statt. Die mikro- 
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skopische und kulturelle Priifung ergab, da® sie keinerlei Verunreini- 
gungen enthielt: Die Milliarden Keime konnten also nur Descendenten 
von einigen wenigen sein, die noch nach 48 Std in der Nihrfliissigkeit 
vorhanden waren. 


Da die im Anschlu& an die Abtétungsphase nachtriiglich gewachsenen 
Keime keinerlei nachweisbare Resistenzerhéhung zeigten, lag die Ver- 
mutung nahe, da® der eigentiimliche Kurvenverlauf durch eine Konzen- 
trationsabnahme des Formaldehyds infolge seiner Reaktion mit den 
Aminogruppen der Bouillon (HpNRIQUES und SéRENSEN 1910) bedingt 
ist. Zur Priifung dieser Annahme wurde eine 0,003 %ige HCHO-Bouillon 
4 Tage im 37°-Brutschrank aufbewahrt und danach in gleicher Weise 
wie im Versuch mit Staphylokokken-Suspension beimpft. Diese Bouillon 
war bereits nach 24 Std vollig getriibt; dasselbe Ergebnis zeigte eine 
0,008 %ige HCHO-Bouillon, die vor der Beimpfung 6 Tage bei 37° C 
gehalten worden war. Lie man dagegen die reine HCHO-Lésung wiah- 
rend der betreffenden Zeit im Brutschrank stehen und gab die Bouillon 
erst unmittelbar vor dem Beimpfen hinzu, so zeigte sie sich voll wirksam. 


Aus diesen Ergebnissen mu geschlossen werden, da in dem Ab- 
totungsversuch zu einer Zeit, zu der noch einzelne teilungsfaihige Kokken 
in der Bouillon vorhanden waren, der HCHO-Gehalt bereits so weit 
herabgemindert war, dab eine Vermehrung dieser mdodglich wurde. 
Wahrend die Lebensgrenze im Wachstumstest zwischen 0,006 und 
0,007 °/, HCHO lag, war hier im Versuch bereits bei 0,004 % eine sukzes- 
sive Abtétung festzustellen, was auf die geringere Keimdichte (Ver- 
diinnung: 10—-° gegeniiber 10-3) zuriickzufiihren ist. 

Weitere Abtotungsversuche in Abhangigkeit von der Konzentration 
bei konstanter Einwirkungszeit sollen hier in Anbetracht der Thema- 
stellung nicht wiedergegeben werden, hingegen mégen die verschiedenen 
Deutungsméglichkeiten bakterieller Abt6tungskurven kurz erwahnt sein: 


1. Der Verlauf von Abtétungskurven ist bedingt durch die Varia- 
bilitat der Individuen innerhalb einer Population (erbliche und nicht- 
erbliche Unterschiede in der Widerstandsfihigkeit; Altersstaffelung 
usw.). Von Vertretern dieser Ansicht sei nur RercHENBACH (1911, 1923) 
genannt. Zur Deutung namentlich der rein exponentiellen Kurven, wie 
sie haufig erhalten werden, sind allerdings sehr unwahrscheinliche Hilfs- 
annahmen notwendig (angenahert exponentielle Variantenverteilung! !). 


2. Der Verlauf der Kurven wird bedingt durch den Treffercharak- 
ter der Einwirkung. Es besteht fiir jedes Bakterium eine konstante 
Treffwahrscheinlichkeit je Zeiteinheit unter bestimmten Bedingungen 
bei + gleicher Empfindlichkeit aller Individuen einer Population. Je 
nachdem, ob 1, 2 oder mehr ,,Treffer‘‘ zur Totung einer Zelle notwendig 
sind, werden Eintrefferkurven (rein exponentiell) oder Mehrtrefferkurven 
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(Wendepunktskurven) erhalten. (Naheres hieriiber bei TIMOFEEFF- 
Ressovsky und ZIMMER 1947.) 

Grundsitzlich ist es wohl richtig, im Falle reiner oder angenaherter 
Exponentialkurven einen Eintreffercharakter im Abtétungsgeschehen 
anzunehmen, kleinere Abweichungen kénnen u. a. durch Uberlagerung 
von Ein- und Mehrtreffervorgingen (ENGELHARD und HOUTERMANS 
1950) oder durch Uberlagerung von Trefferkurven mit Variabilitats- 
kurven entstehen. Eine gewisse biologische Variabilitaét (im weitesten 
Sinne) auch innerhalb eines Klons ist nach allen Erfahrungen stets 
vorhanden; die Frage ist nur, wie gro8 im Falle einer Treffertétung ihr 
EinfluB auf den Kurvenverlauf ist. Nach den eigenen Versuchen kann 
im Falle der Formaldehyd-Wirkung zumindest gesagt werden, dafs ein 
Treffergeschehen von iibergeordneter Bedeutung sein muB. 


IT. Versuche zur Abdnderung der normalen Empfindlichkeit. 

Unverkennbar ist jedoch die Erscheinung der biologischen Variabilitat, 
wenn es in den genannten Testen zu einer abgeanderten Empfindlichkeit 
von Descendenten des Standardstammes kommt. Zwei Erscheinungen 
sind grundsatzlich fiir diesen Fall in Betracht zu ziehen: Mutation und 
Dauermodifikation. Die Unterscheidung zwischen beiden kann bei 
den Bakterien unter Umstinden schwierig sein, da die Kreuzungs- 
analyse als ein wichtiges Kriterium hierfiir bei der asexuellen Fortpflan- 
zungsweise und den vorlaufig noch geringen, nur genetisch erschlossenen 
Kenntnissen iiber bakterielle Sexualititserscheinungen (LEDERBERG 
1947; LeprRBERG und Tatum 1947; Tatum und LEDERBERG 1947) 
kaum in Frage kommt. Auch die Zeitdauer, wahrend der die Abainderung 
beobachtet wird, kann nicht in jedem Falle entscheiden: Ein Konstant- 
bleiben schlieBt ja die Moéglichkeit einer dauermodifikatorischen Be- 
dingtheit noch nicht absolut aus, weil sich die Aussage iiber die Konstanz 
nur auf einen begrenzten Zeitabschnitt beziehen kann, sondern macht 
sie nur mit zunehmender Zeitdauer unwahrscheinlicher. Andererseits 
mu man in vielen Fallen erwarten, daB auch eine mutativ abgedinderte 
Population bei Vermehrung im ,,normalen“ Milieu nach geniigend langer 
Zeit wieder zur Norm zuriickkehrt und damit bei unkritischer Betrach- 
tung leicht das Erscheinungsbild einer Dauermodifikation vortiiuschen 
kann. Dies ergibt sich aus folgender Uberlegung: 

Die relative Haufigkeit y der nach der Zeit ¢ eingetretenen spontanen 
Genmutationen vom Allel A zum Allel A’ folgt der Eintrefferfunktion 
y = 1—e~, wobei der Exponent s die Mutationswahrscheinlichkeit 
je Individuum und Zeiteinheit bedeutet. Die gegenlaufige Mutation 
A’ A folgt einer prinzipiell gleichen Funktion, allerdings im allgemeinen 
mit einem anderen Mutationsexponenten. Es miif®te sich aus diesem 
Grunde in einem Milieu, in dem keiner der beiden Genotypen einen 
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Selektionsvorteil hitte, im Laufe einer lingeren Zeit ein dynamisches 
Gleichgewicht zwischen den Individuen des Genotyps A und denen des 
Genotyps A’ einstellen (vergleichbar mit chemischen Gleichgewichts- 
zustanden, die sich aus dem Massenwirkungsgesetz ergeben), das folgen- 
dermafen festgelegt ware: 


ee Me BLA! SOA 
eerie teas aie konst. 


p = Prozentsatz der Individuen des betreffenden Genotyps in der Population). 


Jede in einem derartigen Milieu geniigend lange gezogene Population 
miiBte also beztiglich des Allelenpaares A A’ in der angegebenen Weise 
zu einem Teil aus Individuen des Genotyps A, zu einem anderen Teil 
aus Individuen des Genotyps A’ bestehen. Ist das Verhaltnis ein anderes, 
bzw., ist einer der beiden Typen praktisch allein vorhanden, so mub 
daraus geschlossen werden, daf der hiufiger als erwartet vorhandene 
Genotyp unter den betreffenden Bedingungen einen Selektionsvorteil 
vor dem anderen hat. 


Die Versuche der amerikanischen Autoren beziiglich Resistenz gegen 
chemische und physikalische Einwirkungen sowie gegen Bakteriophagen 
haben stets gezeigt, daB unter ,normalen*’ Bedingungen der ,,normale‘‘ 
(nichtresistente) Typ nahezu allein vorhanden ist und da sich resi- 
stentere Mutanten nicht anreichern, sofern sie nicht durch anormale 
Bedingungen, insbesondere durch die Gegenwart der betreffenden 
Schadlichkeit, in einen Selektionsvorteil gelangen. Dieser theoretisch 
erschlossene Selektionsvorteil der nichtresistenten Typen gegeniiber den 
resistenten unter ,normalen‘’ Bedingungen wird z. B. unmittelbar da- 
durch verstandlich, da8 penicillin- und sulfonamidresistente Staphylo- 
kokken dort eine geringere Wachstumsgeschwindigkeit haben als die 
,normalen‘‘ Staphylokokken (Luria 1947). 


Hat man also durch Selektion eine Population geztichtet, die zu 
100% aus Resistenten besteht, so k6nnte unter natiirlichen Bedin- 
gungen durch das spontane Auftreten von Riickmutanten und deren 
Selektionsvorteil eine sukzessive prozentuale Anreicherung dieser statt- 
finden. Benutzt man zur Testung Proben der Gesamtpopulation, so 
wiirden diese unter Umstanden ein ,,allmahliches Abklingen™ der Resi- 
stenz vortiuschen, wahrend die getrennte Priifung einer Reihe von sub- 
kultivierten Klonen erst die tatsachliche Situation kennzeichnen wiirde : 
nimlich da® bei den Einzelindividuen kein kontinuierlicher Ubergang 
von héherer zu geringerer Resistenz (wie beim Abklingen einer Dauer- 
modifikation), sondern nur ein alternativer bzw. stufenweiser Riickgang 
der Resistenz durch Mutation méglich ist. Bei derartigen Uberlegungen 
ist allerdings stets zu beachten, da das Milieu eventuell durch Stoft- 
wechselausscheidungen der in der Uberzahl vorhandenen Keime in einer 
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fiir sie giinstigeren Weise abgeiindert wird als fiir gewisse auftretende 
Mutanten (ZAMENHOF 1946). 

Im folgenden sollte nun an Hand einiger Versuche festgestellt werden, 
ob und in welcher Weise eine dauermodifikatorische oder niutative Ab- 
anderung der Normalempfindlichkeit des benutzten Stammes von Micro- — 
coccus pyogenes var. aureus moglich ist. 


VersuchI und IL: 


In je ein Réhrchen mit 10 cm? 0,001%iger (Versuch I) und 0,002%iger (Ver- 
such I) HCHO-Bouillon wurde eine Platinése Bouillonkultur des Standardstammes 
gebracht, anschlieBend 1—2 Tage im 37°-Schrank bebriitet und nach maximaler 
Triibung eine Ose in je ein frisch angesetztes HCHO-Bouillonréhrchen gleicher 
Konzentration weiterverimpft usf. Dadurch waren die Staphylokokken im Ver- 
such I wahrend 44 Passagen, im Versuch IL wahrend 39 Passagen einer schwachen 
Formaldehyd-Konzentration ausgesetzt, die allerdings infolge der Bindung des 
HCHO an Bestandteile der Bouillon (vgl. 8S. 325) periodisch schwanken muBte. 

Der aus Versuch I erhaltene Stamm (Stamm I) unterschied sich 
mikroskopisch und in seiner Koloniemorphologie nicht von dem Stan- 
dardstamm, ebenso waren das Himolysierungsvermégen und die Fahig- 
keit, Citrat-Blutplasma zu koagulieren, unverandert geblieben. Im End- 
test war im Rahmen der Versuchsgenauigkeit keine Erhohung der Wider- 
standsfahigkeit gegen Formaldehyd oder Phenol festzustellen. 

Im Versuch IT waren nach der letzten Passage simtliche ausgespatelten 
Kolonien heller pigmentiert als die des Standardstammes. Ihr Hamoly- 
sierungsvermogen war erheblich schwacher, jedoch noch deutlich wahr- 
nehmbar. Da die Méglichkeit einer dauermodifikatorischen Beeinflussung 
seitens des Formaldehyds bestand, wurde der Stamm II anschlieBend 
iiber 14 Normalpassagen bei Uberimpfung von jeweils 1 Platindse weiter- 
gezogen (dies bedeutet bei 8 em’ Bouillon eine Vermehrung auf etwa das 
3000fache, d. h. 11—12 Zellgenerationen je Passage). Danach zeigte sich 
bei Ausspatelung der Kultur eine deutliche Inhomogenitiit der Kolonie- 
pigmentierung, der sicherlich noch eine starkere physiologische Inhomo- 
genitat zugrunde lag. Neben Kolonien der schon erwihnten helleren Art 
waren auch rein weibe vorhanden und solche, die denen des Standard- 
stammes glichen. Im mikroskopischen Bild waren keine Unterschiede 
festzustellen, hingegen waren sowohl die weiBen als auch die normal 
pigmentierten Kolonien staérker himolytisch als die hell-aureus-farbenen 
und stimmten hierin etwa mit dem Standardstamm iiberein, 

Im Endtest mit HCHO und Phenol zeigten sich die aus helleren 
Kolonien isolierten Kulturen in geringem Mafe widerstandsfahiger als 
der Standardstamm (vgl. Abb. 6), wihrend die isolierten weiBen und 
normal pigmentierten Kulturen keinen Unterschied gegeniiber dem 
Standardstamm in ihrer Empfindlichkeit erkennen lieBen. Diese Ergeb- 
nisse erkliren die selektive Anreicherung von Individuen mit der Fahig- 
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keit zur helleren Pigmentierung wahrend der HCHO-Passagen, dagegen 
deutet ihre Verdrangung durch andere Mutanten wahrend der Normal- 
passagen auf einen Selektionsnachteil gegeniiber diesen im Normal- 
medium hin. 

Der heller pigmentierte Stamm wurde noch tiber 12 Normalpassagen 
weitergeztichtet, wobei stets nach 3 Passagen ausgespatelt und von einer 
Kinzelkolonie weiterverimpft wurde, um eine Anreicherung anderer 
Mutanten méglichst zu verhindern. Dabei wurden die typischen Eigen- 
schaften beibehalten; es waren keinerlei Anzeichen fiir eine dauermodi- 
fikatorische Bedingtheit der genannten Charakteristika gegeben, so daB 
ihre Entstehung durch Mutation als sicher angesehen werden muB. 


Versuch ITI. 


In dieser Versuchsreihe wurden 24 Passagen in HCHO-Bouillon mit 
0,003% Ausgangskonzentration gezogen. Die Tatsache, daB bei dieser 
Konzentration zunachst eine Abtotungsphase ein- 
setzte, ehe sich dabei die tiberlebenden Keime 
bis zur maximalen Triibung der Bouillon ver- 
mehren konnten (vgl. S. 325), lie erwarten, dab, 
wenn Mutationen im Sinne einer erhohten Wider- 
standsfahigkeit auftreten, diese sich im Laufe des 
Versuches prozentual anreichern. 

Bereits nach den ersten 10 Passagen wurden in 
zunehmendem Mabe Veranderungen der Kultur be- 
obachtet: die Triibung der Bouillon war schwacher 
als gewohnlich, dagegen zeigte sich ein auffallend — [ggg : 
starkes Wachstum an der Flissigkeitsoberflache, Abb. 3. Bouillonkultur des 
besonders dort, wo der Fliissigkeitsspiegel die Glas- eee NS Gee ae 
wandung beriihrt. Der Bodensatz, der sich beim 
Standardstamm scharf umgrenzt kreisformig an der tiefsten Stelle der 
Reagensglasrundung ansammelt, lag hier verstreut in Form einzelner 
Kliimpchen, die nach schwachem Umschiitteln mit bloBem Auge sichtbar 
in der Bouillonfliissigkeit umherschwammen (vgl. Abb. 3). Auf der Agar- 
platte wuchsen die Kolonien haufig mit etwas ungleichmaBiger Rand- 
bildung, was offenbar durch die stiirkere Verklumpung bedingt ist. Die 
Koloniepigmentierung war wie bei Versuch IT vom hellen aureus-Typ, 
das Himolysierungsvermogen gegeniiber dem Standardstamm unver- 
andert, dagegen war die KoloniegréBe namentlich nach kiirzerer Be- 
briitung (18 Std) durchschnittlich etwas geringer als beim Standard- 
stamm. Die Fahigkeit pathogener Staphylokokken, Citrat-Blutplasma 
zu koagulieren, war unverandert. 

Bei Ziichtung iiber 14 Normalpassagen behielt der Stamm IIT die 
genannten Charakteristika unvermindert bei. Zur Verhinderung einer 
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eventuellen Anreicherung von Riickmutanten wurde jeweils im Abstand 
von einigen Passagen ausgespatelt und von einer Kinzelkolonie weiter- 
verimpft. Beziiglich der Konstanz der beschriebenen Wuchseigentiimlich- 
keit kénnte der Einwand gemacht werden, da bei jeder Uberimpfung 
mit der Ose der Wahrscheinlichkeit nach auch gr6Bere oder kleinere 
Koagula in das Folgerdhrchen hineinkommen und hier méglicherweise 
Ausgangszentren neuer Verklumpungen darstellen. Zur Priifung dieser 
Moéglichkeit wurde folgender Versuch durchgefiihrt: Eine gesattigte 
Kultur-Bouillon des Stammes III wurde steril durch einen Membran- 
filterapparat gesogen, dessen durchschnittliche Porenweite von 0,7 bis 
1,5 4 gerade noch den einzeln oder héchstens in Diploform liegenden 
Kokken den Durchtritt gestattete, wihrend gréBere Gruppen zuriick- 
gehalten wurden. Von dem vdllig klaren Filtrat wurde in mehrere Rohr- 
chen abgeimpft: diese zeigten nach 24stiindiger Bebriitung saimtlich die 
typischen Wuchseigentiimlichkeiten. 


Diese Tatsache sowie die weitere Konstanz der Merkmale wahrend der 
iibrigen Zeit der Versuche lieBen an der Erbbedingtheit der Wuchs- 
anomalie keinen Zweifel. Da der Stamm III relativ schnell in HCHO- 
haltigem Medium selektiert worden war, muBte schon rein theoretisch 
auf eine hoéhere Widerstandsfaihigkeit geschlossen werden. Diese An- 
nahme bestitigte sich im Endtest; allerdings traten dabei starke Un- 
regelmaBigkeiten auf, die nur unter der Voraussetzung verstiandlich er- 
scheinen, daB der Resistenzcharakter auf einer geringeren Beriihrung 
der stark verklumpten Keime mit den Formaldehydmolekiilen beruht. 
Bei der Verdiinnung der Kultur auf 10-2 und der geringen Probemenge 
von 0,1 cm? muBte es auf Grund der Inhomogenitiat der Suspension vom 
Zufall abhaingen, ob gréBere oder kleinere Koagula in das Testréhrchen 
tiberimpft wurden. Dabei geschah es mitunter, da nach 3 Std weniger 
Testrohrchen positiv waren als nach 4 Std. 


Im Wachstumstest wurde bei Uberimpfung groBer Klumpen noch 
nach 6 Tagen ein Wachstum in HCHO-Bouillon mit 0,010°, HCHO- 
Ausgangskonzentration festgestellt. 


Die hellere aureus-Pigmentierung (im folgenden als aur.’ bezeichnet) 
der Kolonien des Stammes IIT gestattete es, in Mischkulturen mit dem 
dunkler pigmentierten Standardstamm (auwr.) in HCHO-haltigen Medien 
sowie auch in Normalbouillon die Selektion durch Ausspateln verdiinnter 
Proben quantitativ zu verfolgen: 


Gleich alte Kulturen beider Stiémme wurden gut durchmischt und jeweils 
0,05 cm® in 5cem* Normalbouillon, 0,0032%ige HCHO-Bouillon und 0,004%ige 
HCHO-Bouillon iiberimpft. Nach maximaler Triibung wurde in gleicher Weise 
fortgefahren, so daB der Vermehrungsfaktor je Passage etwa 100 betrug (das ent- 
spriche normalerweise etwa 6—7 Zellgenerationen, bedeutet hier jedoch wegen der 
zuerst einsetzenden Abtétungsphase erheblich mehr). 
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Der Kurvenverlauf in Abb. 4 zeigt den erwarteten Selektionsvorteil 
des Stammes III in HCHO-haltigen Medien und einen Selektionsvorteil 
des Standardstammes in Normalbouillon. Letzterer wird unmittelbar 
verstandlich durch die zuerst geringere KoloniegréBe des Stammes IIT, 
die auf eine geringere Wachstumsgeschwindigkeit schlieBen lat. 

Nach theoretischen Erwigungen mu8 bei konstanten Selektionsver- 
haltnissen, wenn man von der Mutabilitat selbst abstrahiert, die Funk- 
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Abb. 4, Vitalititsverhaltnisse zwischen Stamm III und Standardstamm in Bouillon mit und ohne Form- 
aldehydzusatz (vgl. Text). Die Zahlen an den Versuchspunkten bedeuten die absoluten Koloniezahlen. 


Abb. 5. Vitalititsvergleich zwischen Stamm V und dem Standardstamm in Formaldehyd- und 
Phenolbouillon (vgl. Text). Die Zahlenangaben bedeuten die absoluten Koloniezahlen. 


tion p(A)/p(B) =f (n) einen exponentiellen Anstieg zeigen, wobei 
p(A)/p(B) das Verhialtnis der Individuenzahlen des Typs A zu denen 
des Typs B und n die Zahl der Zellgenerationen bedeutet. Die im semi- 
logarithmischen Raster erhaltene Gerade stimmt mit dieser Forderung 
iiberein, die Abweichungen von den Versuchspunkten werden durch die 
dort angegebenen relativ geringen absoluten Koloniezahlen verstindlich. 
Die dargestellten Versuche veranschaulichen vor allen Dingen die 
Relativitit der Selektionsverhiltnisse je nach den herrschenden Be- 
dingungen, auf die in der Diskussion noch naher eingegangen wird. 
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Versuch IV und V. 


In den Versuchen IV und V wurden Kulturen geziichtet, in denen 
periodisch durch Hinzufiigen des betreffenden Desinficiens (in Versuch 
IV: Formaldehyd; in Versuch V: Phenol) eine Abtétungsphase und 
durch Hinzufiigen von Bouillon im Anschlu8 daran eine Vermehrungs- 
phase abwechselten. Dadurch war ebenfalls die Méglichkeit gegeben, dah 
eventuell auftretende Mutanten mit erblich erhéhter Widerstands- 
fihigkeit sich anreichern konnten. 

Versuch IV: Von einer Bouillonkultur des Standardstammes wurden 5 cm? 
mit 5 em* 0,010%iger HCHO-Lésung vermischt und 18 Std in den 37°-Brutschrank 
gestellt. Dabei wurden 94—97% der Individuen abgetétet, wahrend die 3—6% 
Uberlebenden durch Zugabe von 10 cm* doppelt konzentrierter Bouillon wieder 
vermehrt wurden. Nach 5 derartigen Passagen bei 0,005% HCHO wurde die Kultur 
durch 15 Passagen gleicher Dauer bei Formaldehyd-Konzentrationen von 0,008 
bis 0,020% steigend geziichtet. Dazu wurden jeweils 2,0 cm* der vorhergehenden 
Passage mit 0,5 em? HCHO-Lésung (steigend von 0,040—0,100%) vermischt und 
nach 18stiindiger Einwirkung bei 37° C 10 cm* Normalbouillon hinzugegeben, so 
daB eine geniigend starke Verdiinnung des Formaldehyds zur Vermehrung der 
Uberlebenden erreicht wurde. 

Die wihrend dieser Passagen selektierte Kultur zeigte keine morpho- 
logischen Unterschiede gegeniiber dem Standardstamm, auch das Haimo- 
lysierungs- und Plasmakoagulierungsvermégen sowie das mikroskopische 
Bild waren unveriindert. Im Endtest zeigte sich dieser Stamm (Stamm 
IV) in geringem Mafe resistenter gegenitiber Formaldehyd als der Nor- 
malstamm, in Phenol war kein Unterschied festzustellen; diese Eigen- 
schaften blieben auch nach 9 Normalpassagen unverandert (vgl. Abb. 6). 

Versuch V: Dieser Versuch war in seiner Anordnung dem vorigen 
aihnlich, als Selektionsmittel wurde jedoch Phenol verwandt. Die Sta- 
phylokokken waren wihrend 13 Passagen jeweils einer 6stiindigen Ein- 
wirkung von 0,400°) Phenol ausgesetzt (2 cm? Bouillonkultur wurden 
mit 0,5 em® einer 2,009 igen Phenol-Lésung vermischt); anschlieBend 
wurde durch Zugabe von 10 em? Normalbouillon die Phenolkonzentration 
so weit herabgemindert, dafs wieder ein Wachstum stattfand usf. 

Die selektierte Kultur zeigte im Endtest eine betrachtlich erhéhte 
Resistenz gegeniiber Phenol (vgl. Abb. 6). Die Kolonien waren hier wie 
beim Stamm IT und IIT hell-awreus (aur.’) pigmentiert, hatten schwiiche- 
res Hamolysierungsvermégen als der Standardstamm, wenn auch noch 
deutlich wahrnehmbar, die Plasmakoagulase-Reaktion war positiv, je- 
doch ebenfalls geschwiicht. In Bouillon zeigte der Stamm keine stiirkere 
Verklumpung als der Standardstamm. 

Nach 9 Normalpassagen waren die ausgespatelten Kolonien etwa zur 
Halfte von der eben geschilderten Art, zur andern Halfte von normaler 
aur.-Pigmentierung und mit normalem Himolysierungs- und Plasma- 
koagulierungsvermoégen. Vergleichende Endversuche zeigten, daB diese 
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normal pigmentierten Kolonien ebenfalls eine deutlich erhdhte Resistenz 
gegen Phenol besaBen, jedoch nicht ganz so stark wie der helle Stamm. 
Daraus kann geschlossen werden, daB die Resistenz des selektierten 
helleren Stammes auf mehreren abgeiinderten Merkmalen beruht. Fort- 
ziichtung des helleren Stammes zeigte eine véllige Konstanz der erwahnten 
Eigenschaften, wenn man jeweils von Einzelkolonien weiterverimpfte. 

Die hellere Pigmentierung erlaubte hier ebenso wie im Falle des 
Stammes IIT eine unmittelbare Veranschaulichung der Vitalitatsver- 
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Abb. 6. Ubersicht tiber die Empfindlichkeit der Stiimme im Endtest. 


Zeichenerklarung : HCHO-Kulturen: alle R6hrchen positiv; ——-— HCHO-Kulturen: Rohr- 
chen teils positiv, teils negativ; —--—-— Phenol-Kulturen; alle R6hrchen positiv; ------- Phenol- 
Kulturen: Réhrchen teils positiv, teils negativ. 


haltnisse in Konkurrenz mit dem Standardstamm durch populations- 
dynamische Versuche. Es wurden jeweils zwei getrennte Versuchsreihen 
in Phenolbouillon (0,150%ig) und in Formaldehyd-Bouillon (0,0032°/, 
Ausgangskonzentration) durchgefiihrt. Von Passage zu Passage wurde 
jeweils /,99) der gewachsenen Keime tiberimpft. Die Ergebnisse gibt die 
graphische Darstellung (Abb. 5) wieder. Sie zeigt, wie erwartet, einen 
starken Anstieg des Verhaltnisses Stamm V/Standardstamm in Phenol- 
bouillon, dagegen einen Abfall in HCHO-Bouillon. Da im Endtest mit 
HCHO keine geringere Widerstandsfihigkeit als beim Standardstamm 
festgestellt wurde, ist anzunehmen, daf der aus dem Versuchsergebnis 
resultierende Selektionsvorteil des Standardstammes in HCHO-Bouillon 
durch ein stirkeres Wachstum bedingt ist. Im Wachstumstest (vgl. 
S. 323) waren sowohl der hellere als auch der normal pigmentierte Stamm 
V noch in 0,300 %iger Phenolbouillon wachstumsfahig. 
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Versuch IVa: Der im Versuch IV erhaltene Stamm wurde zusatzlich 
durch 9 Phenolpassagen in der unter Versuch V angegebenen Weise 
weitergeziichtet. Hierdurch wurde nach der letzten Phenolpassage sowie 
nach weiteren 10 Normalpassagen eine erh6hte Phenolresistenz erzielt, 
die der Stamm IV nicht aufwies. Die geringfiigig erhohte HCHO-Resi- 
stenz wurde beibehalten. 

Bei den Versuchen muBte wegen der durch den Treffercharakter der 
Abtétung und dem nur geringen Unterschied im Resistenzgrad bedingten 
Schwierigkeit, den genauen Zeitpunkt der Mutationsentstehung fest- 
zustellen, die Ermittlung der Mutationsraten unterbleiben. Aus dem 
gleichen Grunde konnte auch nicht entschieden werden, ob die be- 
treffenden Abanderungen durch ein oder mehrere Gene hervorgerufen 
werden. Im Falle der Staémme IT, III und V schien jedoch ein Hinweis 
auf das letztere gegeben zu sein, da die hellere awreus-Farbung (aur.’) 
auch ohne die fiir die Stémme charakteristischen anderen Merkmale auf- 
trat (vgl. Abschnitt B ITT). 


III. Morphologische Varianten. 

Bei der Vielzahl der ausgespatelten Platten wurden gelegentliche 
Abweichungen der Koloniepigmentierung beobachtet, die sich bei 
Weiterziichtung als konstant erwiesen. Neben der schon erwahnten 
helleren aureus-Farbung (aur.’) traten weibe (alb.), gelbe (flav.) und 
weiblichgelbe (flav.,) Farbabweichungen auf, zum Teil als Sektoren- 
kolonien des Normalstammes (Abb. 7). Die 
Moglichkeit, daB es sich dabei um Platten- 
verunreinigungen durch Luftkokken handeln 
k6nnte, wurde auf Grund des sektoren- 
miBigen Auftretens, starker Himolyse aller 
Farbvarianten (entsprechend dem Standard- 
stamm) und gleicher Wachstumsgeschwin- 
digkeit (die Voraussetzung fiir das Zustande- 
kommen typischer Sektoren ist) als auBerst 
unwahrscheinlich angesehen und eine Ent- 


AvbUrea utniet donteeant Gam stehung der Abweichungen durch Muta- 
mera paren etwa Ae tion angenommen. Die Wiedergabe dieser 
Naturlicher urechmesser der . . . 

Kolonie ctwa 2,5 mm. Untersuchungen bleibt einer weiteren Ver- 


offentlichung vorbehalten. Eine kurze Er- 

wahnung derselben geschieht hier nur im Hinblick auf die Widerstands- 
fihigkeit dieser morphologischen Varianten gegeniiber HCHO und Phenol, 
die sich méglicherweise im Zusammenhang mit den physiologischen Pro- 
zessen, die die Pigmentierung bedingen, ebenfalls geandert haben konnte. 
Gemifs dieser Fragestellung wurden mehrere populationsdynamische 
Versuche in phenol- und HCHO-haltigen Medien durchgefiihrt, in denen 
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an Hand der unterschiedlichen farblichen Markierung die Vitalitatsver- 
haltnisse in Konkurrenz mit dem Standardstamm gepruft wurden. Dabei 
ergab sich jedoch, daB die meist groBere Vitalitaét der Farbstimme in 
den Giftmedien offenbar nicht in Zusammenhang mit der abgednderten 
Pigmentierungsfahigkeit stand, sondern auf anderen Abanderungen des 
Genoms beruhte. Dies wird in Anbetracht der Tatsache verstindlich, 
dafS die verschiedenen Farbstamme aus Kulturen und Plattenserien von 
Abtétungs- und Selektionsversuchen stammten. Bewiesen werden konnte 
es zumindest fiir eine flavus-Variante, die aus einer Sektorenkolonie 
aur./flav. stammte. Die Vitalitaét in HCHO und Phenol wurde hier nicht 
mit dem Standardstamm verglichen, sondern mit einer Subkultur der 
aureus-Komponente der Sektorenkolonie, weil die Wahrscheinlichkeit 
bestand, da beide Kulturen auBer in der die Pigmentierung bedingenden 
Genomkomponente noch in ihrem Erbgut weitestgehend iibereinstimm- 
ten. In 0,091 %iger Phenolbouillon war wahrend 6 Passagen iiberhaupt 
kein Unterschied festzustellen, in HCHO-Bouillon nur ein sehr gering- 
fiigiger, der moéglicherweise auf einer Selektion wihrend dieser Zeit 
beruhte. 


C. Diskussion. 

Die wiedergegebenen Versuche haben gezeigt, daB aus dem verwen- 
deten Standardstamm von Micrococcus pyogenes var. aureus Individuen 
mit erblich erhdhter Widerstandsfaihigkeit gegen Formaldehyd und 
Phenol hervorgehen und ihre Descendenten in einem entsprechenden 
Milieu selektiert werden kénnen. Der Vergleich ihres Empfindlichkeits- 
unterschiedes zu dem als ,,Normalform“ anzusehenden Standardstamm 
mit den Empfindlichkeitsunterschieden, die bei Einwirkung anderer 
Agentien, z. B. Sulfonamiden und antibiotischen Stoffen, festgestellt 
wurden (LurtA und OaAKBERG; DEMEREC), zeigt jedoch eine starke Ver- 
schiedenheit in der Spanne erblicher Variabilitat. Wahrend es gelingt, 
Staphylokokkenstimme zu selektieren, die z.B. jeder praktisch an- 
wendbaren Dosis Penicillin widerstehen, ist die Erhéhung der Wider- 
standsfahigkeit gegen Formaldehyd und Phenol nur geringfiigig; der 
- Grund dafiir liegt wohl vor allen Dingen in der verschiedenen Wirkungs- 
weise beider Stoffgruppen. Trotz dieses starken graduellen Unterschiedes 
soll hier versucht werden, durch Gegeniiberstellung beider Erscheinungen 
gewisse prinzipielle Gemeinsamkeiten hervorzuheben, um daran einige 
theoretische Erwagungen und Schlu8folgerungen anzuschlieBen. 

Aus der Genetik der hoheren Organismen wissen wir, da die Vitalitat 
eines bestimmten Genotyps vom jeweiligen Milieu abhangig ist. So hat 
z. B. die white-Mutante von Drosophila melanogaster, die unter ,,nor- 
malen‘‘ Lebensbedingungen weniger vital als die Wildform ist, bei hohen 
Ziichtungstemperaturen einen deutlichen Selektionsvorteil (JOLLOS 
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1932); analoge Beispiele lieBen sich zahlreich anfiihren, wenn auch die 
Vitalitatsunterschiede oft nur gering sind und weniger deutlich in Er- 
scheinung treten (TrmorfErr-ReEssovsky 1934; KUHN 1932). 

Grundsitzlich mu jeder méglichen Gen- bzw. Allelenkombination 
in jedem denkbaren Milieu ein bestimmter Vitalitatswert zugeordnet 
sein, durch den die Selektionsverhiltnisse festgelegt sind. Setzt man, 
durchaus willkiirlich, fiir den in einem definierten Milieu optimalen 
Genotyp den Vitalitiitswert = 1 und fiir die in diesem Milieu letalen 
Genotypen den Wert 0, so kénnte der Vitalitatswert jeder anderen Gen- 
kombination in dem betreffenden Milieu durch einen echten Bruch aus- 
gedriickt werden, der iibereinkunftsgemaB aus dem Kurvenverlauf in 
einem Konkurrenzversuch zwischen dem optimalen und dem fraglichen 
Genotyp bestimmt werden kénnte. Es wiirde sich also um keine Absolut- 
werte handeln, sondern um relative Vitalitétswerte. Danach miiBten 
die in einem bestimmten Milieu vorherrschenden bzw. vielleicht nahezu 
allein vorkommenden Genkombinationen — vorausgesetzt eine geniigend 
lange Wirkung der Selektion — den Vitalitiitswert 1 haben, auBerdem 
folet aus dem Gesagten die Relativitaét des Begriffes ,,Letalmutation™. 

Bedenkt man, da das Nahrmilieu, in dem sich eine Bakterienkultur 
befindet, durch jeden stofflichen Zusatz zu einem anderen Milieu wird, 
so erscheint es verstindlich, da in Bouillon mit steigenden Konzentra- 
tionen bactericider Agentien immer mehr Genkombinationen letal 
werden und schlieBlich nur noch ein oder ganz wenige Genotypen, wie 
im Falle des Penicillins, in Medien mit sehr hohen Konzentrationen zu 
leben vermégen. Bei Formaldehyd- und Phenoleinwirkung sind die Ver- 
haltnisse analog, nur liegt hier die Lebensgrenze selbst fiir die optimalen 
Genotypen bei Konzentrationen, die gegeniiber der Lebensgrenze der 
,Normalform nur geringfiigig erh6ht sind. Man muB es wohl als sehr 
wahrscheinlich ansehen, daf die angefiihrten Beispiele (Penicillin einer- 
‘seits und Formaldehyd bzw. Phenol andererseits) mehr oder weniger 
Extreme darstellen und da zwischen ihnen alle denkbaren Zwischen- 
stufen méglich sind; oder anders ausgedriickt : da die Spanne méglicher 
erblicher Variabilitiit beziiglich der Widerstandsfahigkeit gegen einen 
bestimmten Stoff, ausgedriickt durch 


C 
Onan (Normal. Genotyp) 


‘max 


‘nam ( optimaler Genotyp) 


(wobei C’,,,,, die maximale dauernd vertragliche Konzentration des be- 
treffenden Stoffes fiir die genannten Genotypen bedeutet), jeden be- 
liebigen Wert = 1 haben kann. 

Dies wiirde bedeuten, daB der Begriff ,,Resistenz‘‘ ein Relativum wire. 
Da er jedoch hiufig nur in einem +- absoluten Sinne gebraucht wird, sei 


hier vorgeschlagen, zur Vermeidung von Mi®verstiindnissen in jedem 
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Falle besser den Ausdruck ,, Resistenzgrad‘ zu verwenden, der die 
Relativitaét bereits in sich einschlieBt. 

Aus den angestellten Uberlegungen ergibt sich, daB praktisch in jedem 
Milieu, das nicht von vornherein fiir alle iiberhaupt méglichen Geno- 
typen einer Art letal ist, Vitalititsunterschiede bestehen miissen oder, 
auf die hier speziell interessierenden Fragen angewandt, da8 erbliche 
Unterschiede im Resistenzgrad einer Art gegen jede beliebige chemische 
oder physikalische Einwirkung bestehen miissen. Dieses Postulat steht 
durchaus im Einklang mit den wiedergegebenen Versuchsergebnissen. 

Bei einer derartigen Sachlage wird man dazu neigen, die Zusammen- 
hinge zwischen Resistenz und genischer Potenz rein kausal aufzufassen 
und die teleologische Ansicht, die zundichst besonders in den Fiillen eines 
extrem hohen Resistenzgrades (Penicillin, Streptomycin usw.) naheliegt, 
etwa daB die Resistenz gegen einen bestimmten Stoff im ,,genischen 
Bauplan“ einer Art sozusagen als ,,Ausweichpforte“ im Falle einer ent- 
sprechenden Einwirkung vorgesehen ist, abzulehnen. 

Man wird iiberhaupt auf Grund der angestellten Uberlegungen zu der An- 
sicht gelangen, da ein erhéhter Resistenzgrad nicht primar stoffspezi- 
fischsein kann, sondern nur wirkungsspezifisch, was allerdings unter 
Umstiinden sekundar einer Stoffspezifitét gleichkommen kann. Fiir eine 
derartige Auffassung sprechen u. a. die Experimente von Luria und Oax- 
BERG (1947) mit Sulfonamiden, die zeigten, daB ein mutativ entstandener 
hoher Resistenzgrad nicht spezifisch gegen eine bestimmte Sulfonamid- 
verbindung gerichtet ist, sondern gegen die Sulfonamide in ihrer Gesamt- 
heit (mit ganz wenigen Ausnahmen), was wohl auf die fiir die betreffenden 
Stoffe + gleiche charakteristische Wirkungsweise zuriickzufiihren ist. 
Auch die extrem hohe Widerstandsfaihigkeit gegen die Penicilline, die ja 
chemisch recht unterschiedlich sind, kann hier angefiihrt werden. 

Das entworfene Bild von den Zusammenhingen zwischen Vitalitits- 
wert, Variabilitatsquotient und Resistenzgrad fiihrt im Zusammenhang 
mit den bereits frither angestellten Uberlegungen beziiglich Mutabilitat 
und Selektion (vgl. S. 326 f.) zu gewissen Konsequenzen fiir die Desinfek- 
tionspraxis, Therapie und die theoretische Bakteriologie. Auf die Bedeu- 
tung der Kenntnis der genetischen Verhiltnisse bei Anwendung thera- 
peutischer Mittel war schon eingangs hingewiesen worden (DEMEREC 
u.a.). Die angestellten Uberlegungen gestatten es, diese Dinge zu fol- 
gender Formulierung zu verallgemeinern: 

Die Anwendung eines antibakteriellen Mittels in Konzentrationen, 
die nicht fiir samtliche méglichen Genkombinationen letal sind, muf 
frither oder spiter zu einer Resistenzsteigerung fiihren, die manchmal 
nur gering ist, unter Umstiinden aber so weit gehen kann, daB eine 
weitere Anwendung des Mittels zwecklos wird. Mithin mu8 man von 


einem zuverlissigen Bactericid u. a. verlangen, daB es schon in geringen 
24* 
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Konzentrationen nicht nur die normalempfindlichen Genotypen der — 


betreffenden Organismen, sondern auch die maximal resistenten Gen- 
kombinationen ausschaltet. Von diesem Gesichtspunkt aus betrachtet 
mu namentlich der Formaldehyd als ein sehr sicher wirkendes Mittel 


gelten, was der Erfahrung der Desinfektionspraxis durchaus entspricht. _ 
Aus den populationsdynamischen Versuchen ergeben sich gewisse Folge- _ 


rungen, die zwar genetisch betrachtet trivial erscheinen mégen, die aber 
vielleicht manchmal in der Bakteriologie nicht geniigend Beachtung finden. 
Sie beziehen sich insbesondere auf die Inkonstanz der Formen und die da- 
mit verbundenen Schwierigkeiten der Kategorisierung, ferner auf die fiir 
die Bakterien so charakteristischen Adaptationserscheinungen usw. 

Die Bakterien sind gegeniiber héheren Organismen durch eine sehr 
starke Variabilitaét ausgezeichnet. Diese Tatsache liegt einmal darin 
begriindet, da die Bakteriengene im allgemeinen labiler sind als die 
Gene hoherer Organismen: z. B. tritt die relativ haufige Drosophila- 
Genmutation wt—w etwa mit einer Wahrscheinlichkeit von 2,5 - 10-§ 
je Drosophila-Generation (14 Tage) ein; dies wiirde einer Mutations- 
wahrscheinlichkeit von etwa 2,5-10-® je Coli-Zellgeneration (20 min) 
entsprechen, was man bei den Bakterien schon als eine seltenere Mutation 
bezeichnen wiirde. Zum andern beruht die starke Variabilitaét der Bak- 
terienpopulationen darauf, dai bei der Kleinheit dieser Organismen ihr 
Milieu und damit auch die Selektionsverhaltnisse sehr verschiedenartig 
sein koénnen und haufig wechseln, und daf jeweils schon nach kiirzesten 
Zeiten riesige Individuenzahlen gewissermaBen als Angriffsfliche fiir die 
Selektion zur Verfiigung stehen. Die bisher bekannt gewordenen Bak- 
terienmutationen treten durchweg mit Wahrscheinlichkeiten von > 10-10 
je Zelle und Zellgeneration ein (KAPLAN 1950b), was selbstverstiandlich 
nur eine Folge davon zu sein braucht, daB sich die selteneren Mutationen 
meist der Beobachtung entziehen, da man ja selbst bei Bakterien bereits 
mit einigen Zehnerpotenzen mehr in den Grenzbereich der Erfassungs- 
moglichkeit kommt. Nimmt man aber an, daB in den Bereichen > 10-10 
wenigstens die Mutationswahrscheinlichkeiten der Mehrzahl der Bak- 
teriengene liegen, so folgt daraus, daB selbst in Klonkulturen von 
10°—10' Individuen, namentlich, wenn sie etwas dlter sind, die aller- 
meisten der tiberhaupt méglichen Allele vorhanden sein diirften und fiir 
eine Selektion in Betracht kommen. Wenn dann bei einem plétzlichen 
Wechsel des Milieus eine erbliche ,,Anpassung an diese neuen Verhilt- 
nisse stattfindet, so ist dies keineswegs im lamarckistischen Sinne zu 
deuten, sondern als Folge einer Selektion der in diesem abgeiinderten 
Milieu optimal vitalen Genotypen. 

Ks kann hier die Frage gestellt werden, ob angesichts dieser Vielzahl 
der Moglichkeiten eine immer mehr ins einzelne gehende Kategorisierung 
der Bakterien nach Typen, Untertypen usf. bei einer derartigen Varia- 
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bilitat der als Kriterien benutzten Merkmale uberhaupt sinnvoll ist, 
zumal schon der Artbegriff, der in der Systematik héherer Organismen 
noch als verhaltnismaBig feststehend gewertet werden kann, im Falle 
der Bakterien nur ganz subjektiv zu fassen ist. DospzHansky (1939) 
schlagt vor, bei Organismengruppen mit asexueller Fortpflanzung besser 
den neutralen Begriff ,,Biotyp“ zu verwenden; er begriindet die Auf- 
rechterhaltung eines solchen Begriffes mit der Tatsache, daB jeweils 
bestimmte Gen- bzw. Allelenkombinationen unter der goBen Zahl der 
prinzipiell moglichen als ,,Anpassungsgipfel’‘ durch mehr oder weniger 
breite ,,Anpassungstialer‘‘ von anderen Anpassungsgipfeln getrennt sind. 
Dies diirfte jedoch vornehmlich fiir die natiirlichen Verhiiltnisse zu- 
treffen, wo die Milieubedingungen relativ konstant sind, waihrend unter 
Lebensbedingungen in vitro, wo das Milieu sehr stark variiert wird, sich 
nach Ansicht des Verfassers die Grenzen zwischen den Anpassungsgipfeln 
zum Teil stark verwischen dirften, zumal zur Charakterisierung eines Typs 
haufig nur eine geringe Anzahl von Merkmalen herangezogen wird. 

Die genannten Tatsachen der ,,Inkonstanz‘‘ der Formen auf Grund 
von Variabilitét und Selektion, so unerfreulich sie fiir die Bakterien- 
systematik und die Diagnostik sein mégen, konnen andererseits fiir die 
Populationsgenetik und die Evolutionsforschung von Bedeutung sein, 
lassen sich doch an Hand derartig schnellebiger Modellobjekte vielleicht 
weitere Anhaltspunkte fiir unsere Vorstellungen beziiglich der Evolution 
der Organismen gewinnen. Man bedenke nur, dai z. B. bei Escherichia 
coli (Generationsdauer 20 min) bei fortwahrender Uberimpfung in einem 
einzigen Jahre >26000 Generationen ablaufen kénnen! 

Die gekennzeichneten Verhaltnisse machen es vielleicht auch ver- 
sténdlich, warum haufig bei experimentellen Arbeiten mit Bakterien so 
unterschiedliche und zum Teil sogar widersprechende Ergebnisse ge- 
zeitigt werden. Denn selbst wenn man von gleichen Standardkulturen 
ausgeht, wird bei Ziichtung in verschiedenem Milieu (unterschiedliche 
Nahrmedien, Temperatur, Lichtverhiiltnisse u. a.m.) eine sukzessive 
prozentuale Anreicherung der jeweils optimalen Formen in relativ 
kurzer Zeit stattfinden, so daB zwei verschiedene ,,Stamme entstehen. 
Diese Entwicklung wird noch insofern gefordert, als manche verwendeten 
Nahrbéden Stoffe enthalten, die wahrscheinlich selbst mutagen wirken, 
z. B. Malachitgriin (KAPLAN 1950b). 


Zusammenfassung. 

Die Frage der Variabilitat der Widerstandsfahigkeit von Micrococcus 
pyogenes var. aureus (Staphylococcus aureus) gegen Formaldehyd und 
Phenol wurde experimentell gepriift. Als Kriterium fiir die Empfindlich- 
keit von Populationen wurden eine Endmethode und ein Wachstumstest 
herangezogen. Von zwei Kulturen, die wahrend 3 Monaten in HCHO- 
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Passagen sehr schwacher Konzentrationen gezogen worden waren, zeigte 
sich eine in ihrer Widerstandsfahigkeit nachweisbar erhéht. AuBerdem 
wurde in sukzessiven HCHO-Bouillonpassagen ein Stamm geziichtet, 
der durch erbbedingte starke Verklumpung selektiv bevorteilt ist. Kin 
in Phenol selektierter Stamm verhielt sich gegen dieses Gift erheblich 
resistenter als der Standardstamm; seine Widerstandsfahigkeit gegen 
HCHO war dagegen unverindert geblieben. 

Die erhéhte Vitalitat der resistenteren Stémme in entsprechenden 
Medien konnte dank unterschiedlicher Koloniepigmentierung (hell- 
aureus) iiber eine Anzahl von Zellgenerationen quantitativ verfolgt und 
graphisch dargestellt werden. In den Versuchen wurden mehrfach Ab- 
weichungen der Koloniepigmentierung beobachtet, die zum Teil als 
Sektoren auftraten und deren mutative Entstehung als gesichert an- 
gesehen werden mu. In der Diskussion wurde versucht, durch Gegen- 
iiberstellung der erhaltenen Ergebnisse mit denen anderer Autoren ein 
allgemeines Bild von den Resistenzerscheinungen zu entwerfen, ferner 
wurde auf einige SchluBfolgerungen namentlich fiir die Bakteriengenetik 
und die experimentelle Bakteriologie hingewiesen. 
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(Aus der Bayer. Biologischen Versuchsanstalt Miinchen.) 


Zur Bakteriologie der infektiésen Bauchwassersucht 
der Karpfen (Cyprinus carpio). 


Beschreibung eines neuen Mikroorganismus. 


Von 
GERTRUD BRUNNER und RUTH STRIEGEL-JAXTHEIMER. 


(Hingegangen am 19. Juli 1951.) 


Die infektidse Bauchwassersucht der Karpfen ist eine in Deutschland 
und den ostlichen Nachbarlindern weit verbreitete und auBerst verlust- 
reiche Fischseuche. Als Erreger der Erkrankung wurde von ScHAPER- 
CLAUS 1930 erstmals das Bakterium Pseudomonas punctata beschrieben. 
Russische Forscher — Pygskov 1939, GussEv 1948 (beide nach TomasEc 
1949 und Herzoe 1950), Goncarov 1949, LaagmMan u. SPOLJANSKAJA 
1949 — gelangten auf Grund histologischer und serologischer Unter- 
suchungen zu der Ansicht, da der Erreger ein Virus sei und die 
Bakterien lediglich eine Sekundarinfektion darstellten. In Uberein- 
stimmung mit den russischen Ergebnissen, doch ohne deren vorherige 
Kenntnis hat RozGNgER im Exsudat bauchwassersuchtkranker Karpfen 
elektronenmikroskopisch Partikel nachgewiesen, die als Viren gedeutet 
werden konnen. Nach unseren Infektionsversuchen an gesunden Karpfen 
und Schlecen mit Bakterienstammen, die aus kranken Fischen geziichtet 
worden waren, méchten wir jenen Mikroorganismen eine Mittelstellung 
zwischen der bisherigen deutschen und der russischen Auffassung ein- 
réumen; wir sehen sie weder als die alleinigen Krankheitserreger wie 
ScHAPERCLAUS, WUNDER und andere deutsche Fischereibiologen, noch ° 
als mehr oder weniger bedeutungslose Sekundarinfizienten wie die 
russischen Forscher an, sondern vermuten ein Zusammenwirken von 
Virus und Bakterien. 

Wie unsere Untersuchungen weiter ergaben, ist auch die Frage der an 
der infektidsen Bauchwassersucht beteiligten Bakterien keineswegs rest- 
los geklart. Wir konnten namlich nur in einem kleinen Teil der unter- 
suchten Falle das Bakterium Ps. punctata aus den kranken Fischen 
zuchten, waihrend wir bei der weitaus groBeren Zahl der erkrankten 
Karpfen einen Mikroorganismus fanden, der in seiner Pathogenitaét und 
einigen morphologischen und kulturellen Merkmalen zwar mit Ps. 
punctata iibereinstimmt, in mehreren wesentlichen Punkten aber deutlich 
von ihm abweicht. Seine Bestimmung nach Burcrys Manual war nicht 
méglich. Obwohl der Organismus sicher in die Familie Psewdomonadaceae 
und die Gattung Pseudomonas eingereiht werden mu8, bezeichnen wir die 
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dazugehérigen St&imme vorderhand ganz allgemein als ,,Bacteriwm 
Miinchen‘‘ und behalten uns ihre endgiiltige Benennung vor. 

Bacterium Miinchen ist — ebenso wie Pseudomonas punctata — ein 
kurzes, bewegliches, sporenloses, gramnegatives Staébchen von 0,8 bis 
1,5 w Lange und etwa 0,5 w Dicke. Nach PEppLer-Farbung erscheint es — 
bei Betrachtung mit dem Lichtmikroskop eingeiBelig. Elektronen- 
mikroskopische Untersuchungen lassen jedoch haufig zwei subpolar ent- 
springende lange GeiBeln erkennen, die bei Verklebung Eingeifbeligkeit 
vortiuschen. 

Bact. Miinchen gedeiht am besten bei Temperaturen zwischen 22° und 


25°C. Auf Nahragar wachst es — frisch aus dem kranken Fisch ge- 
ziichtet — in durchscheinenden, runden, flachen, glinzenden, glatt- 


randigen, beigefarbenen Kolonien. Frisch isolierte Staémme sind von Ps. 
punctata nur dadurch zu unterscheiden, daB dieses in mehrtagigen Agar- 
kulturen eine vom Zentrum ausgehende braunliche Farbung der Kolonien 
aufweist. Bei alteren Stémmen ist die Unterscheidung indessen nicht 
schwer. Im Laufe mehrwoéchiger Kultur auf Fleischwassernihrbéden 
gewinnt Bact. Miinchen namlich die Fahigkeit, einen gelbgriin fluores- 
cierenden, wasserléslichen Farbstoff zu bilden, der bewirkt, daB aut Agar 
nicht nur die Bakterienkolonie selbst, sondern auch deren Umgebung 
grin gefarbt erscheint infolge Diffusion des Farbstoffes in den Nahr- 
boden. Nahrboden nach Lrepmany, bei denen Fleischwasser, Pepton und 
Kochsalz durch den Hefeextrakt Bakteriozym ersetzt waren, lieBen keine 
Fluorescenz erkennen. 

Die Fluorescinbildung ist auSer vom Nahrboden auch von den Sauer- 
stoffverhaltnissen abhangig. In anaérober Kultur wachst Bact. Miinchen 
iiberaus kiimmerlich und ohne Fluorescenz; nach Luftzutritt setzt jedoch 
alsbald Griinfiirbung ein. Werden fluorescierende Stimme des Bact. 

‘Miinchen auf Fische verimpft und nach einigen Monaten wieder daraus 
geziichtet, so wachsen sie gewohnlich anfangs beigefarben und erst ein 
paar Wochen spater wieder griinlich. Die Riickkehr zur Fluorescenz 
erfolgt um so eher, je kiirzer der Aufenthalt des Mikroorganismus im 
Fischkérper gewesen war; sehr kurze Versuchsdauer hat keinen Verlust 
der Fluorescinbildung zur Folge. 

Die Kultur auf Agar lift noch eine weitere Kigentiimlichkeit des Bact. 
Miinchen erkennen. Neben der gewéhnlichen glatten, glinzenden Kolonie- 
form entwickeln sich bisweilen gréBere Kolonien mit klein gedellter, wie 
gehimmert aussehender Oberfliche und gezacktem Rand, sogenannte 
,,Rauhformen*. Die rauhe Wuchsform zeigt unter dem Lichtmikroskop 
an Stelle der Kurzstiibchen lange fadenformige Keime, die sich bei 
elektronenoptischer Betrachtung entweder als Ketten unvollstandig 
geteilter kiirzerer oder lingerer Stabchen oder als Faden mit mehr oder 
weniger deutlichen Kinschniirungen darstellen. 
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In Nahrbouillon wachst Bact. Miinchen unter diffuser Triibung mit 
geringem, leicht aufschiittelbarem Bodensatz; oft bildet es auBerdem ein 
zartes Oberflachenhautchen. Zum Unterschied von Ps. punctata wachsen 
altere Stamme auch hier wieder fluorescierend, wobei die Griinfarbung in 
der sauerstoffreichen obersten Zone der Bouillon beginnt und nach der 
Tiefe zu fortschreitet. 

Nahrgelatine wird von Bact. Miinchen in ahnlicher Weise wie von Ps. 
punctata verflissigt. An der Oberflache der Stichkultur entsteht zunichst 
eine schalen- bis schiisselformige Vertiefung, die mit zunehmender 
Peptonisierung Trichterform annimmt. Im Verfliissigungsbereich ver- 
streut legen (ebenso wie bei Pseudomonas punctata) zahllose weiBliche 
Kornchen und Kliimpchen — Bakterienkolonien, die nach und nach zu 
Boden sinken und einen dicken, gelblich-weiBen Bodensatz bilden. Altere 
Stamme des Bact. Miinchen zeigen im Gelatinestich zugleich mit der 
Verfliissigung von oben nach unten fortschreitende Fluorescenz. 

Milch wird von Bact. Miinchen (ebenso wie von Ps. punctata) innerhalb 
weniger Tage zur Gerinnung gebracht und das Gerinnsel hierauf all- 
mahlich wieder verfliissigt. Da Milchzucker von beiden Mikroorganismen 
nicht angegriffen wird, mu die Gerinnung durch ein Labferment ver- 
ursacht sein. 

In ihrem Verhalten verschiedenen Zuckerarten gegeniiber weichen 
Bact. Miinchen und Ps. punctata stark voneinander ab. Frisch isolierte 
Stéimme des Bact. Miinchen spalten Traubenzucker unter Saure- und 
Gasbildung, altere Stémme bauen nur noch bis zur Ameisensaure ab, 
oder es erfolgt iiberhaupt keine Reduktion mehr. Milchzucker, Mannit 
und Maltose werden von Bact. Miinchen niemals, Saccharose von ganz 
frisch isolierten Stimmen gelegentlich angegriffen. Stimme, die verlernt 
haben, Traubenzucker zu vergéren, konnen durch Kulturpassagen in 
synthetischer Nahrlésung, die Glucose als einzige Kohlenstoffquelle ent- 
halt, wieder dazu angeregt werden, kohlenhydratspaltende Fermente zu 
bilden. Der Riickgang in der Zuckervergirung und das Auftreten der 
Fluorescenz fallen zeitlich ungefahr zusammen. Von Ps. punctata dagegen 
werden Glucose, Mannit, Maltose und Saccharose unter Siiure- und Gas- 
bildung stets kraftig vergoren. 

Nitrate werden von Bact. Miinchen bis zur Bildung eines gasformigen 
Stoffwechselprodukts, Ammoniak oder Stickstoff, abgebaut. Ps. 
punctata spaltet nur bis zu Nitriten (vgl. auch Scuépmrciaus u. MANY). 
Im Gegensatz hierzu steht die Angabe in Bercrys Manual, wonach Ps. 
punctata Nitrat nicht zu Nitrit reduzieren soll. — Frisch isolierte Stamme 
des Bact. Miinchen bilden Schwefelwasserstoff, bei alteren gelingt der 
Nachweis nicht mehr. Indol wird nicht gebildet. Ps. punctata ist dagegen 
gewohnlich ein guter Indol-, aber nur maBiger Schwefelwasserstoff- 


bildner. 
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Der Mikroorganismus, den wir als Bacterium Miinchen bezeichnet haben, war 
K. B. Lenmann schon seit langem bekannt. Er rechnete ihn anfangs zu Bact. 
punctatum (== Ps. punctata) und schrieb: ,,Auch wir haben diesen Spaltpilz, 
wenn wir von der Zuckervergirung absehen, sehr oft aus Wasser erhalten und 
auch Formen oft gesehen, die erst lange farblos, dann schwach fluorescierend 
waren (LEHMANN-NEUMANN, 1912). Spater kamen ihm Zweifel an der Identitat 
mit Ps. punctata und er glaubte, daB es sich um ein in der Farbstoffbildung 
labiles Bact. fluorescens handele (LEHMANN-NEUMANN, 1927). Eine Verwechslung 
zwischen Bacterium Miinchen und Pseudomonas fluorescens ist indessen nicht 
moglich, da die beiden Mikroorganismen in der Art der Gelatineverfliissigung 
und ihrem Verhalten gegeniiber Milch deutlich voneinander abweichen. AuBerdem 
wird Pseudomonas fluorescens als fiir Fische apathogen beschrieben. 

Die vorstehenden kulturellen Ergebnisse zeigen deutliche stoffwechsel- 
physiologische Unterschiede zwischen Bact. Miinchen und Ps. punctata in 
der Farbstoffbildung, in der Zuckervergirung und in der Denitrifikation. 

Zur genaueren Erforschung ihrer Ernahrungsphysiologie wurden auf Anregung 
und mit Unterstiitzung von Prof. Dr. H. Braun Untersuchungen tiber den quali- 
tativen Verwendungsstoffwechsel der beiden Mikroorganismen in Angriff genom- 
men. Es sollte dadurch herausgefunden werden, welche Nahrstoffe fiir jene Organis- 
men unentbehrlich und unmittelbar assimilierbar sind. Zu diesem Zweck wurden 
synthetische Nahrlésungen bestimmter Zusammensetzung hergestellt und nach 
der Methodik von Braun mit den zu untersuchenden Bakterien beimpft. Auf 
die spezielle Technik kann hier nicht eingegangen werden. 

In der Kultur auf synthetischen Naihrbéden unterscheidet sich Bact. 
Miinchen sehr erheblich von Ps. punctata. Es vermag in einer Nihrlésung, 
die Ammoniumchlorid als einzige Stickstoffquelle und Natriumlactat als 
einzige Kohlenstoffquelle enthalt, gut zu gedeihen, wihrend Ps. punctata 
nicht darin wachst. Auch nach Austausch des Natriumlactats gegen eine 
andere Kohlenstoffquelle — Glucose, Saccharose — zeigt dieser Mikro- 
organismus kein Wachstum. Er ist also in bezug auf die Stickstoffquelle 
oder auf Vitamine anspruchsvoller als Bact. Miinchen, denn unter 
besseren Ernihrungsbedingungen vermag Ps. punctata Glucose und 
Saccharose zu verwerten (siche oben). Die Stimme des Bact. Miinchen 
verhalten sich in Ammoniumchlorid-Glucose-Lésung je nach Alter etwas 
verschieden, entsprechend dem, was friiher itiber Zuckervergirung gesagt 
wurde. Frisch isolierte Stiimme gedeihen darin ohne weiteres, altere 
kénnen durch mehrere Kulturpassagen wieder zu Wachstum angeregt 
werden; sie bauen Glucose ab, wenn ihnen keine andere Kohlenstoffquelle 
zur Verfiigung steht (siehe oben). Die Ammoniumchlorid-Natriumlactat- 
(oder Ammoniumchlorid-Glucose-) Lésung kann mit Vorteil zur raschen 
Differenzierung zwischen Ps. punctata und Bact. Miinchen herangezogen 
werden. Stehen die vergleichenden Untersuchungen tiber den qualitativen 
Verwendungsstoffwechsel auch erst am Anfang, so schienen mir die 
bisherigen Ergebnisse doch bereits der Mitteilung wert. 

Auch serologisch ist eine Trennung zwischen Bact. Miinchen und Ps, 
punctata moglich, was eine verschiedene Antigenstruktur der beiden 
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Mikroorganismen voraussetzt. Die Agglutinationsreaktion wurde mit 
frischem Blutserum kiinstlich (durch Injektion von Bakterienaufschwem- 
mung) infizierter zweis6mmeriger Karpfen durchgefiihrt. 4—8 Wochen 
nach der Impfung — die Fische wurden in Wasser von 12°—14° C ge- 
halten! — enthielt das Serum so reichlich Immunstoffe, wie es zur Aus- 
fiihrung des Agglutinationsversuches erwiinscht war. Siimtliche Staémme 
des Bact. Miinchen zeigten dabei ein tibereinstimmendes Verhalten, 
wahrend diejenigen von Ps. punctata keine serologische Hinheitlichkeit 
aufwiesen (vgl. ScHAPERCLAUS u. MANN). 

In ihrer Pathogenitat fiir Karpfen stimmen Bact. Miinchen und Ps. 
punctata grundsatzlich tiberein, es bestehen jedoch graduelle Unter- 
schiede, je nach den verwendeten Stimmen. Wahrend wir Bact. Miinchen 
bisher nur aus Fischen ziichteten, die an infektidser Bauchwassersucht 
erkrankt waren, fanden wir Ps. punctata sowohl in kranken als auch in 
iuBerlich gesund erscheinenden Karpfen. Diese letzteren stammten alle 
aus ein- und derselben gut gefiihrten Teichwirtschaft, die seit vielen 
Jahren von der Seuche verschont geblieben ist. Da jene zweisommerigen 
Karpfen bei der Sektion aber simtlich mehr oder weniger starke Ver- 
wachsungen oder Verklebungen des Peritoneums zeigten, was auf eine 
uberstandene Bauchfellentziindung schlieBen 1é8t, handelt es sich in 
diesen Fallen wohl um eine latent verlaufene Erkrankung. Weshalb es in 
jener Teichwirtschaft zu keiner Epidemie kommt, obwohl eine Infektion 
der Fische mit Ps. punctata vorliegt, ist noch unklar. Vielleicht sind die 
Karpfen dort immun, oder es fehlt das Virus zur Auslésung der Seuche. 
Im Tierversuch erweisen sich die Karpfen dieser Herkunft gegen Ps. 
punctata durchweg weniger empfindlich als gegen Bact. Miinchen, was als 
relative Immuniti&t gedeutet werden kénnte. Serologisch sind Abwehr- 
stoffe nicht sicher nachzuweisen. Als Ubertriger der Krankheitskeime 
kommen Fischparasiten wie Karpfenlaus (Argulus foliaceus) und Fisch- 
egel (Piscicola geometra) in Frage. Aus Karpfenliusen, die an bauch- 
wassersuchtkranken Karpfen Blut gesaugt hatten, gelang es wiederholt, 
Bact. Miinchen zu ziichten. 

Das Vorkommen von Bact. Miinchen als Krankheitserreger bei 
Karpfen ist allem Anschein nach lokal bedingt. So haufig wir den Mikro- 
organismus in Fischen aus Siid- und Nordbayern (Franken, Oberpfalz) 
fanden, so selten scheint er in Norddeutschland zu sein; SCHAPERCLAUS 
hat ihn bei seinen ausgedehnten bakteriologischen Untersuchungen 
jedenfalls nicht festgestellt. In diesem Zusammenhang verdient es noch 
Erwahnung, daB in den Vereinigten Staaten von Nordamerika bei einer 
Karpfenseuche, die unserer infektidsen Bauchwassersucht auBerordent- 
lich ahnlich ist, wenn nicht gar entspricht, ein anderes Bacterium aus 


1Die Agglutininbildung ist bei wechselwarmen Tieren weitgehend von der 
Umgebungstemperatur abhangig. 
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den kranken Fischen isoliert wurde: Pseudomonas hydrophila‘. Dieser 
Mikroorganismus ist mit Ps. punctata und Bact. Miinchen nahe ver- 
wandt, aber doch mit keinem von beiden identisch. Wir miissen dem- 
nach annehmen, dafi verschiedene Bakterien der Gattung Pseudomonas 
imstande sind, unter gewissen Bedingungen die gleichen oder ahnliche 
Krankheitserscheinungen an Karpfen hervorzurufen. 


Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden am Institut fiir Elek- 
tromedizin und Elektronentechnik der Universitat Miinchen (Vorstand Prof. 
Dr. RoLtwaGen) in Zusammenarbeit mit Dipl.-Ing. F. Scuiercu durchgefihrt. 

Herrn Prof. Dr. Braun, Vorstand des Hygienischen Instituts der Universitat 
Miinchen, méchten wir fiir seine wertvollen Anregungen an dieser Stelle herz- 
lichst danken. Zu Dank verpflichtet sind wir auch der Notgemeinschaft der 
Deutschen Wissenschaft und dem Bayer. Ministerium fiir Ernahrung, Landwirt- 
schaft und Forsten fiir Bewilligung der Mittel, welche die vorliegenden Unter- 
suchungen erst erméglichten. 
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Osmotischer Wert und Mikroorganismenwachstum 
in Zuckerloésungen. 


Von 
LISELOTTE SCHACHINGER und RUDOLF HEtss. 


Mit 6 Textabbildungen. 


(Eingegangen am 29. Juni 1951.) 


In dieser Arbeit soll die Vermehrungshemmung von Hefe in Abhingig- 
keit von der Konzentration fiir verschiedene Zucker naher untersucht 
werden sowie ein Beitrag zur Losung der Frage geleistet werden, ob 
diese Hemmung nur an der lebenden Zelle stattfindet, oder ob unter 
denselben Bedingungen auch die Fermente in nicht an die Zelle ge- 
bundener Form gehemmt werden. 


Hine gute Darstellung der heute geltenden Ansichten iiber die inneren 
Ursachen der Widerstandsfaihigkeit von Hefen gegeniiber hohen Kon- 
zentrationen mit einer zusammenfassenden Literaturiibersicht findet sich 
bei WinpiscH u. EnpeERs. Aus ihr geht hervor, dag Hefezellen in hoch- 
konzentrierten Losungen nicht Plasmolyse, sondern Cythorrhyse er- 
leiden, d. h. die Zellwand folgt der durch Wasserentzug hervorgerufenen 
Volumenanderung indem sie sich faltelt, wahrend sie bei Plasmolyse starr 
bleibt und es infolgedessen zu. einer Ablésung des sich zusammen- 
ziehenden Plasmas von der Zellwand kommt. 


Die Entwasserung der Hefezelle tritt als Folge einer groBen Differenz 
zwischen dem osmotischen Wert der konzentrierten Aufenloésung und 
dem Zellinnern ein. Da der osmotische Wert selbst einer direkten 
Messung nur schwer zuginglich ist, pflegt man ihn durch die ihm ent- 
sprechende Gefrierpunktserniedrigung oder durch die Dampfdruck- 
erniedrigung derselben Lésung auszudriicken. WauTeEr fiihrte 1931 den 
Begriff der Hydratur der Pflanze ein, der dem anschaulicheren Begriff 
der relativen Gleichgewichtsfeuchtigkeit entspricht. 

Unter der relativen Feuchtigkeit ~ versteht man das Verhaltnis des Dampf- 


druckes der Loésung zu dem des reinen Lésungsmittels bei gleicher Temperatur 
= P/P, = 1 — Dampfdruckerniedrigung. 


1 Es handelt sich offenbar um die von RunLAND und Horrmann bei Beggiatoa 
beobachtete Erscheinung der Verwachsung des Plasmas mit der Zellmembran, 
deren Folge eben das Kinknicken der Zellmembran in hypertonischen Lésungen ist. 
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Die relative Feuchtigkeit m steht zu dem osmotischen Wert a in folgender 
Beziehung: 
_ FTe 1 ae (= = 1) 
eae Bee aie sce.) 
Dabei bedeutet: M = das Molgewicht des Lésungsmittels (Wasser), 
o = die Dichte des Lésungsmittels im fliissigen Zustand, 
o = die Dichte des Lésungsmittels im gasférmigen bzw. 
dampfférmigen Zustand. 
Eine Tabelle der einander entsprechenden Werte von g und =z findet sich bei 


WALTER. 
Als Grenzen fiir die Vermehrungsfahigkeit gibt WALTER an: 
100—95% relative Feuchtigkeit fiir hygrophile Arten 
95—90% q * ,, mesophile A 
90—85%  ., ° Ks , xerophile __,, 

Diese Grenzen wurden in der Folgezeit mehrmals untersucht und 
korrigiert (WINDIScH u. ENDERS, ERIKSON u. Faptan). Dabei wurde 
jeweils nur die Grenzkonzentration bestimmt, bei welcher kein Wachs- 
tum der betreffenden Arten mehr nachweisbar war. Besonders groBe 
Widerstandsfihigkeit gegeniiber hohen osmotischen Werten zeigten die 
sogenannten osmophilen Hefen, in erster Linie Angehorige der Gattung 
Zygosaccharomyces, die auf Friichten, Trauben usw. vorkommen und von 
Kr6mMeR und KrumpHoiz in Deutschland, LocHHEap u. Mitarb. in 
Kanada besonders eingehend untersucht wurden. Eine Zusammen- 
fassung ihrer Ergebnisse findet sich auch in der neuesten Arbeit tiber 
dieses Gebiet von v. SCHELHORN. In Zygosaccharomyces Barkeri hat die 
Verfasserin eine extrem osmophile Art gefunden, welche ihre Ver- 
mehrungsfahigkeit erst bei Zuckerkonzentrationen einstellt, die mit 
60—61 % relativer Feuchtigkeit im Gleichgewicht stehen. 

Unsere Untersuchung gliedert sich in zwei Teile: Zunichst war fest- 
zustellen, welches die geringsten relativen Feuchtigkeiten sind, die mit 
gesattigten Zuckerlésungen erreicht werden kénnen; sodann wurde die 
Garung von intakten Zellen von Béckerhefe und einer osmophilen Hefeart 
sowie von Enzymlésungen aus Trockenhefe und gefrorener Hefe bei 
verschiedenen Zuckerkonzentrationen untersucht und nicht nur die 
Grenze, sondern auch die prozentuale Hemmung der Girfahigkeit in 
Abhingigkeit von der relativen Feuchtigkeit der Zuckerlésung bestimmt. 

Tab. 1 zeigt eine Zusammenstellung der maximalen Léslichkeiten von 
Saccharose, Glucose, Fructose und Invertzucker bei 26° C und die ihnen 
entsprechenden Werte der relativen Feuchtigkeit und des osmotischen 
Wertes. Daraus geht hervor, da8 nur mit Fructose geniigend niedrige 
relative Feuchtigkeiten erreicht werden kénnen, um in allen Fallen 
Selbsthaltbarkeit zuckerhaltiger Konzentrate zu garantieren. Diese ist 
aber in reiner Form viel zu teuer um wirtschaftliche Verwendung finden 
zu konnen. Wir fanden einen Weg zur Erhéhung des osmotischen Wertes 
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Tabelle 1. Relative Feuchtigkeit und osmotischer Wert von Zuckerldsungen bei 
maximaler Léslichkeit. 
a eT ae eal 


Prozentuale Lés- pee Ca hey 
Molare lichkeit 20° ai je eda wee ig ares 
Zuckerart Léslichkeit | (Gramm Zuk- | gisinvocine | nee. he us 
(Mol/1000 g H,0)|ker/100 gLésung) cee h ae let coat 
ents in % Gl. 1) in At 
in 1% 
Saccharose 5,8 66,81 86,62 192 
Glucose . | 4,9 47,03 91.54 118 
Invertzucker 9,3 62,68 82,02 265 
Fructose 20,7 78,88 635 615 


) HERZFELD. ? GROVER. 3 JACKSON u. SILSBER. 4 LANDOLD-BORNSTEIN. ° eigene 
Messungen. ®§ JACKSON, SILSBEE u. PROFFIT. 


konzentrierter Zuckerlésungen in der Verwendung von Zuckergemischen 
aus Saccharose-Glucose bzw. Saccharose-Invertzucker. Man hat dabei 
nicht nur den Vorteil der Erhéhung der Gesamtléslichkeit des Zuckers, 
sondern auch den der Vergr6Berung der Molzahl, da ein Teil der Di- 
saccharide durch je zwei Monosaccharide ersetzt wird. Tab. 2 gibt die der 
Tab. 1 entsprechenden Daten fiir die Zuckergemische. 


Tabelle 2. Relative Feuchtigkeit und osmotischer Wert von Zuckerlisungen bei 
maximaler Loslichkeit. 
k ae Ee Molar Prozentuale Relative Osmotischer 
ape el Lace st | , boslichkeit | Feuchtigkeit | Wert « (ber.) 

maximaler Léslichkeit Oslichkei bei 20° in % in % (At) 
Saccharose-Glucose 

2,15: 1 9,45 ie 75,57 376 
Saccharose-Invert- 

zucker 1:1. 12,85 75,0688 71,52 450 


* Zusammensetzung: 48,8 Saccharose; 22,7 Glucose. 
** Zusammensetzung: 37,6 Saccharose; 37,6 Invertzucker. 


1Ler@HTon u. Leyiron. 2 eigene Messungen. * JACKSON u, SILSBEE. 


Das Gemisch Saccharose-Invertzucker wird auch durch teilweise 
Inversion einer Saccharoselésung erhalten. Abb. 1 veranschaulicht noch- 
mals die berechnete Erhéhung des osmotischen Wertes durch steigende 
Inversion. Aus ihr ergibt sich, daB bei gleichem osmotischem Wert die 
Konzentration um so geringer sein muB, je hoher der Inversionsgrad ist. 
Diese Werte wurden fiir g = 78% entsprechend einem osmotischen 
Wert von 330 At in Abb.2 aufgetragen. Zum Vergleich mit dieser 
theoretischen Kurve wurden die an Obstsaftkonzentraten mit ver- 
schiedenem Invertzuckergehalt bei g = 78% erhaltenen Mefiwerte sowie 
einige MeBpunkte von Saccharose-Invertzuckergemischen eingetragen. 
An Stelle der Ausgangssaccharose ist fiir die Obstsafte ihr Trocken- 
substanzgehalt auf der Ordinate angegeben. 
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Im Trockensubstanzgehalt sind -auBer Zucker auch hochmolekulare Stoffe 
wie Pectine und auSerdem anorganische Salze enthalten. Wie das Ergebnis zeigt, 
kann ihr mittlerer osmotischer Wert im Rahmen der Versuchsgenauigkeit dem 
der Saccharose gleichgesetzt werden. 


Den Zusammenhang zwischen Konzentration und relativer Feuchtig- 
keit iiber den gesamten Konzentrationsbereich zeigt Abb. 3. Dabei 
wurden die Werte fiir Saccharose (GROVER), Glucose (LANDOLT-BORN- 
STEIN sowie eigene Messung) und Invertzucker (GROvER) aus der Literatur 
entnommen, die Sorptionsiso- 


oe z : thermen fiir Fructose, Saccha- 
/ / rose-Glucose und Saccharose- 
{10% Ausgongs. Invertzucker sind eigene Mes- 
300 Pg soccharose f sungen (siehe experimenteller 

| oft Teil). 
“65% ” Auf Grund dieser Vorarbei- 
rs 250R= ten war es uns moglich, aus 
S Messungen der Girung bei ver- 
S schiedenen Zuckerkonzentra- 
os 200 tionen Angaben iiber den Ein- 
S fluB des osmotischen Wertes 
auf Hefe zu machen. Wir wihl- 
150 ten die anaerobe Girung als 
Test, weil sie fiir die Gefahr- 
dung zuckerhaltiger Lebens- 
700 mittel die erste Rolle spielt. 
AuBerdem ist sie bequem im 


0 as 50 5 % 100 Barcrorr-WARBURG-Apparat 

Laversionsgrad —= zu messen, was gegeniiber an- 

Abb. 1, Erhéhung desosmotischen Druckes von Saccha- deren mikrobiologischen Me- 
roselésungen durch teilweise Inversion berechnet. (Der 

gestrichelte Teil der Kuryen ist extrapoliert.) thoden einen bedeutenden Zeit- 

gewinn darstellt. An. Zuckern 
bezogen wir Saccharose, Glucose, Fructose, Invertzucker, sowie das Ge- 
misch Saccharose-Glucose 2:1 in einem Konzentrationsbereich von 
1—60% in unsere Versuche ein. 

Durch den Vergleich der Girungskurven bei den verschiedenen 
Konzentrationen. im Zeitraum 10—120 min ermittelten wir die pro- 
zentuale Hemmung. Sie war in den meisten Fallen zeitlich nicht konstant, 
sondern nahm in den ersten 60 min ab (siehe Tab. 3), Anfangswert und 
Ma der Abnahme war bei den einzelnen Versuchen verschieden, was 
vielleicht mit der Uneinheitlichkeit der Rassenzusammensetzung der 
jedesmal frisch gekauften Béickerhefe, Verschiedenheit der Ziichtungs- 
bedingungen und des Alters und damit verschiedener Permeabilitat der 
Zellmembran fiir Zucker erklirt werden kann. Die spiiter niher be- 
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schriebenen Versuche mit Reinzuchthefe, Zygosaccharomyces Barkeri 
zeigten diese Erscheinung nicht. Als Vergleichswert nahmen wir die 
Hemmung nach 90 min, da sich von diesem Zeitpunkt an die Werte in den 
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Abb. 2. Zusammenhang zwischen Gesamtzuckerkonz. und Invertzuckergehalt fiir @ = 78%. 
— = Theoretisch aus Abb. 2 berechnete Iso-Osmose. 0 = MeBwerte an invertierten Zuckerlésungen. 
x = MeBwerte an Obstsaftkonzentraten. 
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Abb. 3. Relative Feuchtigkeit von Zuckerlésungen. x = Saccharose; @ = Invertzucker; 

© = Glucose; ® = Glucose, eigene Messungen; A = Fructose, eigene Messungen; -+------- += 

Saccharose-Glucose-Gemisch 2,15: 1; [2]... fe] = Saccharose-Invertzucker-Gemisch 1:1; A--:--: NS 
= Saccharose-Invertzucker-Gemisch 1,85: 1. 
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meisten Fallen nicht mehr wesentlich anderten und deshalb die einzelnen 
Versuche am besten miteinander vergleichbar waren. Als Beispiel sind in 
Tab. 3 die Werte fiir Glucose angefiihrt. 


Tabelle 3. Hemmung von Béckerhefe durch steigende Zuckerkonzentration. 


3 z Wahrer | Relative % Hemmung nach 
s % Wasser- Feuchtig- Versuch 
Ze gehalby Inve) MeNeieaere 10 min | 30 min | 60 min | 90 min | 105 min| 120 min 
II 
10 85,8 98,6 25. 5. 50 0 5 6 6 6 6 
III 
85,8 98,6 26. 6. 50 0 6 d 6 — a 
iil 
20 76,4 97,3 26. 6. 50 ct) 1 12 12 — = 
II 
30 66,8 95,4 25. 5.50 | 48,5 | 43 42 33 33,5 32 
II 
66,8 95,4 26. 6.50 | 34,5 | 36 29 30 7 — 
II i 
40 57,4 93,0 26. 6.50 | 86,5 | 85 82 82 — — 
IV 
59,3 93,5 24.7.50 | 84,5 | 85,5 82 79 77 — 
I 
45 52,4 91,5 19. 5. 50 | 93,5 | 94 93 92 92 92 
1 Unter Beriicksichtigung der Konzentration des Puffers. — Berechnung siehe 


experimenteller Teil. 


Man sieht aus Tab. 3, da} bei einer Glucoselésung von 45 % die Giirung 
iiber 90% gehemmt ist. Dieses Ergebnis steht in guter Ubereinstimmung 
mit den Werten von Erikson u. Fapran, welche fanden, da bei 
Saccharomyces ellipsoideus bei einer Glucosekonzentration von 45%, 
einer Fructosekonzentration von 42,5—45% und einer Saccharose- 
konzentration von 60% keine Vermehrung mehr eintrat, wahrend zur 
Abtétung der Hefezellen eine Glucose- bzw. Fructosekonzentration von 
47,5% notig war, und mit Saccharose diese Grenze iiberhaupt nicht mehr 
erreicht werden konnte. 

In weiteren Versuchen priiften wir die Frage, ob auch andere Hefearten 
eine lineare Abhangigkeit der prozentualen Hemmung von der Konzen- 
tration der Zuckerlésung zeigen. Wir verwendeten dazu einen Reinzucht- 
stamm einer extrem osmophilen Art, Zygosaccharomyces Barkeri, den- 
selben, der auch in den Versuchen von v. SCHELHORN verwendet wurde. 
Er zeigte dasselbe Verhalten, nur zu wesentlich héheren Konzen- 
trationen hin verschoben, Abb. 4 zeigt fiir siimtliche Zuckerarten die Hem- 
mung der Girung von Saccharomyces ellipsoideus und Zygosaccharomyces 
Barkeri in Abhingigkeit von der Konzentration der Zuckerlésung. 
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Die Grenzen, zwischen denen die Hemmung von 0 auf 100% anwiichst, 
fanden wir fiir Sacch. ellips. bei Glucose, Fructose und Invertzucker 
zwischen 20% und 52% Zucker, bei Saccharose zwischen 31,5 °% und 62 %, 


fir Zygosaccharomyces 
Barkert zwischen 62% 
und 81% Fructose in 
Ubereinstimmung mit 
den Versuchen von 
vy. SCHELHORN. Zu den 
Zuckerkonzentrationen 
wurden, wie im experi- 
mentellen Teil ausge- 
fiihrt, mit Hilfe der 


Abb. 3 die entsprechen-- 


den relativen Feuchtig- 
keiten berechnet. Abb. 5 
zeigt die Abhangigkeit 
der prozentualen Hem- 
mung von der relativen 
Feuchtigkeit. 

Hier ergeben samt- 
liche MeBpunkte fiir die 
verschiedenen Zucker 
eine einzige Kurve. Dies 
beweist, daB die teilweise 
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Abb. 4. Hemmung der Garung in Abhangigkeit von der Kon- 
zentration der Zuckerlésung. {s] = Saccharose; A = Invert- 
zucker; x = Glucose; (©) = Fructose; + = Saccharose- 
Glucose-Gemisch 2,15 :1; @ = Fructose mit osmophiler Hefe. 
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Abb. 5. Hemmung der Girung in Abhangigkeit von der relativen Gleichgewichtsfeuchtigkeit der 
; “Yuckerlésung. fe] = Saccharose; A = Invertzucker; x = Glucose; 0 = Fructose; 
+ = Saccharose-Glucose-Gemisch 2,15:1; @ = Fructose mit osmophiler Hefe. 
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wie die vollstiindige Hemmung der Girung und Vermehrung allein eine 
Funktion des osmotischen Wertes ist. 

Wie bereits erwahnt, erleiden Hefezellen in hochkonzentrierten Losun- 
gen nicht Plasmolyse sondern Cytorrhyse. Mit der bereits auf 8. 347 kurz 
ausgefiihrten physiologischen Natur der Cytorrhyse im Einklang steht 
unsere Beobachtung, da die durch hohe Zuckerkonzentrationen be- 
wirkte Hemmung der Garung reversibel ist. Wir belieBen Hefe fiir 24 Std 
in einer 50% igen, bzw. 60%, igen Saccharoselésung und verdiinnten dann 
tropfenweise auf 30%. Die Girung erreichte dabei wieder die GroBen- 
ordnung der 30% igen Lésung bzw. einen hoheren Wert. 

Tabelle 4. Riickgang der Konzentrationsschddigung bei Béckerhefe. 


ee  — nn— eee ese 


Hemmey Hemmung der 
“m0 1 aa 
Konz. Hemmung owe pF Garung? nach 
Datum ae Re =p nee der Garung Verdi uf 
in % der Gérung in % nach 26) Sta Cy ee 
5 iy % ucker 
26. 7. 50 10 0 0 — 
30 if 13 | 13 
50 79 75 0 
60 99 96 13 


1 Die Hemmung ist auf die Gairung der 10°%igen Zuckerlésung bezogen. Die 
Absolutwerte der CO,-Entwicklung waren nach 24 Stunden bei allen Konzen- 
trationen um 26% geringer als am Vortag. 


Wenn so die Hemmung der Giairung durch hohe Zuckerkonzentrationen 
eine Wirkung des osmotischen Wertes auf die lebende Zelle ist, so darf sie 
bei zellfreier Garung nicht in Erscheinung treten, wie ja schon seit 
Bucuner bekannt ist, der selbst 50°, ige Zuckerlésung mit Hefepre- 
saft vergiren konnte. Wir untersuchten, um weitere Einblicke zu be- 
kommen, vergleichsweise die Garung von Macerationssaft aus auto- 
lysierter Trockenhefe sowie die Giirung mit gefrorener Hefe, wobei wir 
nach den Angaben von LYNEN ausgewaschene Zelltriimmer in dem 
durch Gefrieren der Hefe in fliissigem Sauerstoff gewonnenen und ab- 
gekochten Zellsaft suspendierten, Als Zucker verwendeten wir Glucose in 
Konzentrationen von 1—40°%. In beiden Fallen war eine iiberein- 
stimmende Abhangigkeit der Garung von der Konzentration der Glucose 
zu erkennen, aber sie unterschied sich deutlich von der Abhangigkeit bei 
der intakten Hefezelle. 

Auffallend war zuniachst, daB hier das Maximum der CO,-Entwicklung 
bei 20% Glucose liegt, wihrend lebende Hefe stets bei 1 °% ihre maximale 
Garfahigkeit zeigte. Bei 30% Glucose tritt erst ein Verlust von 10% der 
Girkraft auf, bei 40% Glucose ein Verlust von 35—40 % (gegeniiber 45% 
baw. 71% Hemmung bei lebender Hefe). Daraus geht hervor, da die 
Hemmung der Lebensfunktionen der Hefezelle durch hochkonzentrierte 
Losungen zum groBen Teil auf eine durch den osmotischen Druck hervor- 
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gerufene Entwisserung zuriickzufiihren ist. In geringerem MaBe werden 
jedoch von Konzentrationen an, die einer relativen Feuchtigkeit von 94% 
entsprechen, auch die Garungsfermente selbst gehemmt. Den Ursachen 
soll in einer spiteren Arbeit nachgegangen werden. 

Fir die Praxis der Haltbarmachung von Lebensmitteln folgt aus dieser 
Arbeit, da®B zuckerhaltige neutrale bis schwach saure Lebensmittel erst 
bei einem Wassergehalt, der mit 63%, 60 
relativer Feuchtigkeit im Gleichge- % 
wicht steht, auch durch extrem os- 50 
mophile Mikroorganismen nicht mehr 
gefahrdet sind, wahrend fiir Saccha- 
romyces ellipsoideus diese Grenze be- 
reits bei 90% relativer Feuchtigkeit 
liegt. 

Um die Zuckerkonzentrationen zu 
erreichen, die Lebensmittel, Obstsafte 
usw. fiir die Lagerung schiitzen, reichen 
die gebrauchlichen Zuckerarten in 
reiner Form nicht aus, mit Ausnahme eines 

a Abb. 6. Hemmung der Girung in Abhiangig- 
von Fructose. Diese kommt aber aus keit von der Konzentration der Glucoselésung 
wirtschaftlichen Griinden nicht in Si a tie cane Nt oe es 
Frage. Durch Verwendung von Ge- 
mischen maximaler Loslichkeit aus Saccharose-Invertzucker, herstell- 
bar durch teilweise Inversion von Saccharoselésungen, kann man 71,5 % 
relativer Feuchtigkeit erreichen; durch Stabilisierung geringer Uber- 
sittigungen durch die in vielen zuckerhaltigen Lebensmitteln vor- 
kommenden Pectine kann man zu noch geringerer relativer Feuchtigkeit 
kommen. Damit kann man den Verderb zuckerhaltiger Nahrungsmittel 
auch ohne Konservierungsmittel erheblich zuriickdrangen. 


°=1 Versuch Irockenhefe 
e=2 4 ” 

a=. Versuch befnertefe ) 
a= b. ” ” 


Henumung—= 
S 


HAY 
{0 % 90 


1 6b 0 


Experimenteller Teil. 


Die Sorptionsisothermen wurden aufgestellt, indem die Zuckerlosungen (etwa 
100 mg) nach einer im Institut durchgearbeiteten Methode bei 20° tiber verdiinnter 
Schwefelsaure bis zur Gewichtskonstanz gelagert wurden. Die Konzentration der 
Schwefelsiiure wurde aus der Arbeit von HepBurNn entnommen. Die Ergebnisse 
sind in Tab. 5 zusammengestellt. Die mit dem Refraktometer gemessenen An- 
fangswerte fiir Fructose wurden nach den Angaben von SCHNELLER korrigiert. 
Eigene Nachpriifung der Korrektur mit 75%igen Fructoselésungen ergaben iiber- 
einstimmende Werte. 

Zur Messung der anaeroben Garung wurde Bdckerhefe (Sinnerhefe) verwendet, 
welche vorher 2mal mit dest. Wasser ausgewaschen und abzentrifugiert wurde. Der 
zum Versuch bendtigte Stickstoff wurde ,,rein“ bezogen und durch Uberleiten iiber 
gliihendes Kupfer von den letzten Spuren Sauerstoff befreit. 

Die Warsurc-Kélbchen faBten etwa 13 cm? und wurden mit je 1 cm* folgender 
Lésung beschickt: 5 g Zucker (= 10%); 45 g Puffer; 0,25 g Hefe (= 0,5%); fiir 


356 L. SCHACHINGER und R. HEIss: 


Tabelle 5. Relative Feuchtigkeit von Zuckerlésungen (eigene Messungen). 


lructose Glucose Sacch.-Glucose Sacch.-Invertzucker 

% p % Wasser % Pp °% Wasser % @ °% Wasser %@ o, Wasser 
ee eee eee Cs ee eee See 

60,0 18,0 2 wel Lt sar 
60,5 18,7 Tee ay 
62,5 19,6 80 31,8 
65,0 20,4 88 41,8 
65,0 20,8 98 75,8 
72,0 25,5 73 24,0 
73,0 28,3 78 27,5 85/4374! 
77,0 By 82,5 32 wy 7. 
82,0 37,4 86 42 87 40 84 34,9 
82,0 3152 91 50,5 2 Lome ae 88 40,1 
97,0 57,2 92,5 55 13,5 1264 98 74,3 


andere Konzentrationen berechnet sich die Zusammensetzung aus x g Zucker, 
(50 —- x) g Puffer, 0,25 g Hefe. Der Puffer hatte ein pq von 4,8 und war aus m/10 
Citronensaurelésung und m/5 sec. Natriumphosphat zusammengesetzt. Der py- 
Wert von 4,8 wurde auf Grund der Versuche von v. SCHELHORN gewahlt, in 
welchen sich gezeigt hatte, daB bei diesem die Hefen gegeniiber hohen osmotischen 
Werten am meisten widerstandsfahig sind. Er liegt nahe am isoelektrischen Punkt 
des Hefeeiweifes. 

Aus den angegebenen Konzentrationen wurde wie folgt die entsprechende 
relative Feuchtigkeit berechnet: Die zugegebene Pufferlésung enthielt 1,92% 
Citronensaure crist. und 2,84°% sec. Natriumphosphat, zusammen 4,76% Trocken- 
substanz. Diese wurde zu der Zuckerkonzentration addiert und aus Abb. 3 die dem 
gesamten Trockensubstanzgehalt bzw. Wassergehalt entsprechende relative Feuch- 
tigkeit entnommen. War der Zucker Glucose, Fructose oder Invertzucker, so 
wurde keine weitere Korrektur angebracht, da das Molgewicht von Citronensaéure 
bzw. Natriumphosphat in der Gré8enordnung des Molgewichtes von Glucose 
liegt. War der Zucker dagegen Saccharose, so wurde von dem anf die vorhin be- 
schriebene Weise erhaltenen Wert fiir die relative Feuchtigkeit 0,29 gm abgezogen. 
Diese entsprechen der auf der Verschiedenheit des Molgewichtes beruhenden 
Differenz zwischen der relativen Feuchtigkeit von 4,8% Saccharose und 4,8% 
Glucose bzw. Citronensiure bzw. Natriumphosphat. Von einer weiteren Korrektur 
fiir die Dissoziation wurde wegen der Kleinheit der Korrektur iiberhaupt ab- 
gesehen. 

Zur Ermittlung der relativen Feuchtigkeit der Zuckergemische wurden neben 
der Berechnung Lagerversuche herangezogen. 

Bei den letzten Versuchen wurde der Puffer nur mehr in einer Konzentration 
von 15% angewendet. Die dafiir giiltigen Korrekturen wurden in der gleichen 
Weise berechnet. 

Der Macerationssaft wurde durch 8stiindiges Ausziehen von autolysierter 
Trockenhefe mit destilliertem Wasser bei 37—39° gewonnen und anschlieBend 
durch ein Seitzfilter filtriert. Die Warspura-Kélbchen wurden folgendermafen 
beschickt: 0,5 cm Citronensiure-Phosphat-Puffer; 1,5 cm? Macerationssaft; 
Glucose in fester Form, um die gewiinschte Konzentration zu erhalten. (Fiir 
10% 0,22 g, fiir 20% 0,500 g, fiir 30% 0,850 g, fiir 40% 1,333 g.) 

Die Versuche mit gefrorener Hefe wurden nach der Vorschrift von LyNrn 
durchgefiihrt. Bierhefe wurde gut ausgewaschen, 6—8 Std mit Sauerstoff ver- 
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armt, abzentrifugiert und in fliissigen Sauerstoff eingetragen. Am andern Tag 
wurde sie aufgetaut, wieder zentrifugiert, der tiberstehende Zellsaft durch kurzes 
Aufkochen enteiweiBt, wahrend der Riickstand mehrmals mit kaltem Wasser 
ausgewaschen wurde. Vor jedem Versuch wurde der Riickstand allein auf Gar- 
fahigkeit gepriift (200 mg Riickstand in 1,5 cm? destilliertem Wasser, 0,3 cm? Puffer, 
0,2 cm? 10% ige Glucoselésung). Erst wenn diese Priifung nach 11%, Std noch negativ 
war, wurde fiir den Versuch eine 20%ige Suspension des Riickstandes im Koch- 
saft hergestellt. Die Warsurea-Kélbchen wurden folgendermafen beschickt: 
1 cm? Suspension (= 200 mg Zelltriimmer); 0,5 cm? Kochsaft; 0,5 cm? Puffer 
pr 4,8; Glucose wie bei den Versuchen mit Macerationssaft. 


Herrn Professor Dr. F. Lynen, Universitat Miinchen, danken wir fiir das 
Interesse, das er der Arbeit entgegenbrachte, sowie Frau Dr. LuBIENIECKA-v. 
SCHELHORN, Institut ftir Lebensmitteltechnologie, fiir ihre Ratschlage und die 
Uberlassung der osmophilen Reinzuchthefe Zygosaccharomyces Barkeri. — Bei 
der technischen Durchfiihrung des Versuches war Frl. O. WurmBacn behilflich. 
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(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Gottingen.) 


Die baktericide Wirkung des Sonnenlichtes. 


Von 
H. SWART-FUCHTBAUER und AUGUST RIPPEL-BALDES. 


(Hingegangen am 10. Juli 1951.) 


Die vor 70 Jahren von Downes u. BLunt entdeckte bakterientotende 
Wirkung der Sonnenstrahlen wird heute nicht mehr beachtet (BUNNING), 
bzw. es wird nur der energieschwache Teil des Sonnenspektrums (um / 
300 mu), in dem gerade noch eine schwache Absorption durch die 
Thymonucleinsiure beobachtet wird, fiir die Lichtempfindlichkeit der 
Bakterienzelle als wirksam anerkannt (NOETHLING u. STUBBE U. a.). 
Diese unterschiedlichen Auffassungen erkliren sich aus der Verschieden- 
heit der Methodik: 


Friiher wurden die Bestrahlungen im Sonnenlicht hinter nicht geeichten Farb- 
glasern ausgefiihrt. Spater nahmen Ligecutr und FrISTtMANN im unzerlegten — 
allerdings kiinstlichen — Licht hinter geeichten Scuorrschen Filtern Schadigungen 
im sichtbaren Licht wahr. Diesen Versuchen gegeniiber wurde jedoch von ExRIs- 
MANN und NoerHuine der Kinwand erhoben, daB Filter, die nur im langwelligen 
Gebiet durchlassig sind, méglicherweise einen unmebar geringen, biologisch aber 
noch wirksamen Anteil kurzwelliger Strahlung hindurchlassen, durch welchen 
eine Schadigung durch langerwellige Strahlung vorgetiiuscht wird. Diejenigen 
Autoren hingegen, die ausschlieBlich mit exakt meBbarem monochromatischem 
Licht bestrahlten, geben 2 313 my als langwellige Grenze der Bakterientétung 
(Letalmutation) an. Jedoch sind die Ergebnisse dieser Untersuchungen nicht 
direkt auf natiirliche Verhaltnisse tibertragbar, da die Intensitit des doppelt 
monochromatisierten Lichtes nicht an die des Sonnenlichtes heranreicht. 


So blieb fiir die vorliegenden Untersuchungen — trotz aller sich hieraus 
ergebenden Ungenauigkeiten — nur die Méglichkeit, mit unzerlegtem, 
direktem oder diffusem Sonnenlicht zu arbeiten. Um allerdings eine 
Entscheidung iiber die Wirksamkeit der einzelnen Wellenlingenbereiche 
fallen zu kénnen, muBten entsprechende Filter herangezogen und biolo- 
gisch auf ihre Durchliissigkeit gepriift werden. 


Unter 40 untersuchten Bakterienstimmen erwies sich Bacterium prodigiosum 
als giinstigstes Testobjekt!. Die in einer physiologischen Kochsalzlésung suspen- 
dierten Organismen wurden iiber eine erstarrte Pepton-Probazit-Agar-Platte ge- 
schwemmt und dort bestrahlt, sobald die Platte lufttrocken war. Die Ermittlung 
der Uberlebenden geschah bei den Sonnenversuchen durch vergleichende Aus- 
zihlung der Kolonien auf dem bestrahlten und abgeschirmten Bezirk der Petri- 
schale, bei den zur Priifung der Filter durchgefiihrten Versuchen mit kiinstlichem 


' Nahere Angaben finden sich in der Dissertation (mathem.-naturwiss. Fakul- 


tat). ,,Zur Strahlenresistenz pigmentierter Bakterien‘’ von H. FicHrpavgEr, 
Gottingen 1950. 
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Licht durch Bestrahlung kleiner Felder mit steigenden Intensitaéten und den Ver- 
gleich der Bestrahlungszeiten, die gerade zu Schidigungen fihrten. Die Platten 
wurden auf weiBem Filtrierpapier exponiert, das im Sommer auf standic mit 
Wasser durchrieselten Tiichern lag; die Temperatur auf den Platten stieg ‘daher 
nicht tiber 25° C, 

Die Verwendbarkeit der Filter wurde durch geeignete Kombinationen 
mit Hilfe eines empfindlichen Testobjekts gepriift: Das Schott’sche Gelb- 
filter GG 11 1a8t noch deutlich wirksame Strahlung passieren. LieBe es 
auBer dem aus der Tabelle ersichtlichen Bereich noch einen geringen 
Anteil kurzwelliger Strahlen hindurch, so miiBte dieser bei der doppelten 
Anwendung des Filters praktisch ganz absorbiert, die Schadigung also 
stark vermindert werden. Sie blieb jedoch bei Bestrahlungen mit der 
Quecksilber-Héchstdrucklampe HBO500 gleich. In einer zweiten 
Priifung wurde das Filter GG 11 (vollige Absorption der kurzwelligen 
Strahlen bis 2 436 my) mit UG 2 (Absorption der langwelligen Strahlen 
ab 2 405 my) kombiniert. Alle GG 11 passierenden Strahlen miissen also 
von UG 2 absorbiert werden; im Falle einer Schaidigung wire GG 11 auch 
im kurzwelligen Gebiet durchliassig. Das Ergebnis blieb negativ. Auch 
_ eine intensive Bestrahlung durch das Filter GG 11 mit der energiereichen 
Wellenlange 280 mu des Kohler’schen UV-Apparates brachte keine 
schidigende Wirkung. 

Durch diese Versuche ist der Kinwand von KHRISMANN u. NOETHLING 
entkraftet: die angegebenen Durchlassigkeitswerte der Schott’schen 
Filter sind auch fiir biologische Untersuchungen ausreichend genau 
bestimmt. Mit Hilfe dieser Filter wurde nun die Wirksamkeit der ver- 
schiedenen Bereiche des Sonnenlichtes untersucht. 

Die Unterschiede der bactericiden Wirkung der Strahlung zwischen 
Winter und Sommer und bei verschiedenem Sonnenstand waren auf- 
fallend gering: so wurden z. B. bei leichter Bewolkung um die Kul- 
mination im August nach | Std, im Januar nach 3 Std 40% der Keime 
geschadigt. Die kiirzeste die Erde erreichende Wellenlinge betragt nach 
Dorno in 1600 m Hohe im August 297 mu, im Januar 308,2 my, auch die 
Intensitat der Strahlung ist im Januar entsprechend gemindert. Lige die 
langwellige Grenze der bactericiden Wirkung schon bei / 313 my, so ware 
eine Schidigung in Meereshéhe im Winter kaum erklarbar. Es mu8 viel- 
mehr angenommen werden, daf die bactericide Wirkung des Sonnen- 
lichtes ihren Gipfel erst in einem Wellenlingenbereich hat, der nicht so 
starken Schwankungen unterworfen ist wie der kurzwellige Anfang des 
Sonnenspektrums. 

Tn der nachstehenden Tab. 1 sind die Schott’schen Filter in der Reihen- 
folge der abnehmendenWirkung der sie passierenden Strahlen auf Bakterien 
angeordnet; auch aus ihr geht hervor, daB der Grad der bactericiden 
Wirkung nicht nur durch die Kiirze der Wellenlinge bestimmt wird. 
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Da eine Sonnenbestrahlung nicht reproduzierbar ist, die absoluten Werte also 
bei jeder Bestrahlung verschieden sind, werden hier nicht Durchschnittswerte, 
sondern nur die Ergebnisse eines Versuches angegeben, die durch zahlreiche Be- 
strahlungen kontrolliert worden sind. 

Wie aus der Tab. 1 hervorgeht, schadigen die WG 5 durchdringenden 
Strahlen stiirker, als die das Filter UG 2 passierenden, obwohl UG 2 die 
kiirzeren Wellenlangen hindurchlaBt. Der Unterschied ist so groB, daB 
man annehmen mu, daB erst der Bereich zwischen 4 366 und 405 my, in 
dem die Durchliassigkeitswerte der beiden Filter sehr verschieden werden, 
entscheidend ist. Noch erstaunlicher ist, da auch die durch das Filter 


BG 12 hindurchgehenden Strahlen stiirker wirken, als die UG 2 passie- 


renden; die Durchlassigkeit von BG 12 wird erst zwischen A 366 und 


Tabelle 1. Sonnenbestrahlung von Bacterium prodigiosum in Gottingen am 2. 2. 1949, 
bei 0° CO, klarem Himmel und Schnee von 12 bis 16 Uhr. 
Die Werte bedeuten die durch Absorption der jeweiligen Scuorrschen Filter 
bedingte spektrale Durchlassigkeit fiir 1 mm Schichtdicke. Die einfallende Strahlen- 
menge ist fiir alle Wellenlangen — 1 gesetzt. 


Ate eee ‘ Uber- 

Lat Wellenlinge in my lehende 
281 302 313 334 366 405 436 480 509 aA 

WG 5 — 0,23°| 0,68 | 0,96 | 1,00 | 1,00 1,00 1,00 | 1,00 | 4 
BG 12 = a 0,02 | 0,39 | 0,75 | 0,86 | 0,85 | 0,48 | 0,12 42 
UG 2 | 0,01 0,27 0,50 | 0,80 0,84 0,02 > | 50 
*G 13 - - 0,20 | 0,92 | 0,98 | 0,99 | 0,99 66 
BG 18 -— —- = 0,22 | 0,54 | 0,70 | 0,79 | 0,92. | 0,93 70 
GG 11 - ~ - - a — 0,01 | 0,24 ; 0,97 83 
OG 1 Ree ase — - 0,01 100 
UV violett blau 


405 mu groBer als die von UG 2. In gleicher Weise ist die bactericide 
Wirkung von den GG 13 und BG 18 durchdringenden Strahlen ver- 
schoben. 

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daB die bactericide Wirkung des 
Sonnenlichtes im Winter ihren Gipfel etwa zwischen 4 366 und 405 mu 
hat — also bei dem Ubergang des ultravioletten zum sichtbaren Licht —, 
um dann gegen langere Wellenliingen hin schnell zu sinken. Sie war jedoch 
ohne Sensibilisatoren noch bei 2 650 my nachweisbar. 

Ks ist bemerkenswert, da das langwellige UV und sichtbare Licht 
wirksam sind, obwohl die Thymonucleinsiure und das Eiwei8 in diesen 
Gebieten nicht mehr absorbieren. Eine photodynamische Reaktion setzt 
aber eine Absorption voraus. Mdéglicherweise absorbieren im  lang- 


i Die Intensitét der Strahlung ist in diesem Bereich etwa 1000mal so groB 
wie zu Beginn des Sonnenspektrums. 
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welligen UV Stoffe, die nur in geringen, gegeniiber der Zellsubstanz 
spektroskopisch schwer zu erfassenden Konzentrationen in der Zelle 
vorhanden sind und durch deren Verinderung die Entwicklung gehemmt 
wird. Eine derartige Bedeutung kénnte vielleicht gewissen Fermenten 
zukommen. Z. B. hat das Hefe-Ferro-Cytochrom nach Dixon, Hi u. 
Keruin ein Absorptionsmaximum bei 2 418 mu. Es kénnte erwartet 
werden, daB bei entsprechender Ernahrung durch Bestrahlung zerstorte 
Stoffe sehr schnell ergiinzt werden, wodurch die Wachstumshemmung 
(scheinbare Tétung) der Bakterien aufgehoben werden miiBte. Denn bei 
Bestrahlung auf verschiedenen Nahrbéden wurden die Kolonien auf 
wachstumsférderndem Higelbagar und auch auf hemmendem Eiwei8- 
nahrboden durch die Sonne wesentlich weniger geschadigt, als auf 
Bouillonagar. 

Diese Annahme setzt voraus, daB es sich bei der Strahlenschadigung 
— jedenfalls in diesem Wellenlingenbereich — im wesentlichen um eine 
Wachstumshemmung handelt. Das Koch’sche Plattenverfahren laBt nur 
die sich zu Kolonien vermehrenden Zellen erkennen — gibt also keine 
Auskunft dariiber, ob die nicht auswachsenden Zellen tot waren oder ob 
nur ihr Teilungsvermégen herabgesetzt war. Wurde B. prodigiosum dem 
Sonnenlicht exponiert, so wurden alle KoloniegréBen ausgebildet, von 
solchen, die gerade noch mikroskopisch sichtbar sind bis zu normal 
entwickelten. Die kleinen Kolonien (nach Kaptan Zwergmutationen) 
waren aber bei unseren Versuchen in der 2. Generation nicht mehr von 
den anderen zu unterscheiden. Hine genetische Erklarung von zwei vollig 
verschiedenen Prozessen bei der Tétung und Wachstumshemmung (aus- 
gehend von der Letalorganelle und dem Wuchsgen), wie KAPLAN sie 
brachte, diirfte wohl weniger wahrscheinlich sein, als die Annahme, daf 
es sich hier um graduelle Unterschiede in der Entwicklung, verursacht 
durch eine physiologisch bedingte Teilungshemmung, handelt. 

Offenbar wirken gerade diese energieirmeren UV-Strahlen nicht nur 
iiber eine genetische Verinderung auf das Plasma; auch DURKEN u. 
GravuL haben bei Versuchen an Embryonen gezeigt, dafs in diesen 
Bereichen das Plasma direkt veraindert werden kann. 


Eine gewisse Schidigung der Bakterien im langwelligen UV konnte durch die 
oben angegebenen Versuche nachgewiesen werden. Immerhin sei erwaihnt, daB 
die Empfindlichkeit der Organismen im Bereich der Thymonucleinsaéureabsorption 
unvergleichlich groBer, aber dkologisch ohne Bedeutung ist, weil das Leben in der 
heutigen Form sehr genau an die natiirlichen Verhaltnisse angepaBt ist: Ozon 
und Sauerstoff der Atmosphare absorbieren die stark wirksame Strahlung unter 
2 300 my véollig. 

Zam SchluB sei noch auf eine merkwiirdige Ubereinstimmung, die 
vielleicht auch als biologische Anpassung gedeutet werden kann, hin- 
gewiesen. Dort, wo die Ozonabsorption im kurzwelligen Spektrum durch 
die diese teilweise iiberlagernde Sauerstoffabsorption abgelost wird, ist 
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eine ,,Absorptionsliicke‘‘, durch die eigentlich noch Strahlung auf ial 
Erde gelangen miiSte. Tatsaichlich wiesen MryER, SCHEIN: u. STOLL in- 
3457 m Hohe am Jungfraujoch mit Monochromator und Lichtzahlrohr 
eine schwache Strahlung bei 2 215 mu nach; KrepENHEUER gelang der 
Nachweis in Géttingen nicht mehr. — Die Absorptionskurve der 
Thymonucleinsaure weist in diesem Gebiet ebenfalls ein Minimum auf: 
die Bakterien sind um / 230 my strahlenresistenter, als in den angren- 
zenden Wellenlangenbereichen (CaspERSSON, GATES). Da man annimmt, 
daB der Sauerstoffgehalt der Atmosphire in fritheren Erdepochen geringer 
war, ist vielleicht auch die Absorptionsliicke gréBer gewesen, so da die 
Strahlung bis zur Meereshéhe durchdrang. Vielleicht deutet die geringe 
Empfindlichkeit der Bakterien in diesem Gebiet auf eine Anpassung der 
Lebewelt in friiheren Erdepochen hin. 


Zusammenfassung. 


Mit Hilfe von Filtern verschiedener spektraler Durchlassigkeit konnte 
gezeigt werden, daB die bactericide Wirkung des Sonnenlichtes im 
Winter einen Gipfel etwa zwischen A 366 und 405 my hat, also bei dem 
Ubergang des ultravioletten zum sichtbaren Licht. Nach langeren 
Wellenlangen hin sinkt sie schnell ab, ist aber noch bis 4 650 my nach- 
weisbar. Es wird erértert, welche Stoffe als Angriffspunkte fiir diese 
Strahlen in Frage kommen k6énnten. 
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Verwendung von Penicillin zum Reinigen infizierter 
Orchideenkulturen. 


Von 
HUBERT ZIEGLER. 


(Hingegangen am 20. August 1951). 


Die bei der asymbiontischen Aufzucht von Orchideen aus Samen 
zuweilen auftretende Verunreinigung der Nahrbéden mit Bakterien oder 
Pilzen fihrt vielfach zu gréBeren Verlusten wertvollen Samenmaterials. 
So war vor einiger Zeit auch ein Teil der Cattleya intermedia- und 
Paphiopedilum spicerianum-Kulturen (auf den Burcerrschen Eg 1- bzw. 
N3f-Nahrbéden) im Botanischen Garten Miinchen von einem Bakterium 
infiziert, das die im friihen Kreiselstadium befindlichen, noch farblosen 
Keimpflanzchen zu tiberwachsen drohte. Da sich der Mikroorganismus, 
der als Micrococcus roseus FLUGGE bestimmt wurde, im Agar-Strichtest 
als penicillinempfindlich erwies, war zu hoffen, daB sich durch einen 
Penicillinzusatz zu den Nahrbdden eine Reinigung der Kulturen herbei- 
fiihren lieBe. Es wurde dazu mittels einer sterilen Pipette in jedes der 
befallenen R6hrchen (mit etwa 10cm? Agar) eine Losung von etwa 
5000 Einheiten reinen, krystallisierten Penicillin-Kaliums in 2 cm? keim- 
freiem Wasser gegeben und durch entsprechendes Neigen des wieder 
verschlossenen GefaiBes wiederholt mit den Infektionsherden in Berih- 
rung gebracht. Nach wenigen Tagen waren die Bakterienkolonien 
erwartungsgemi8 vollstaéndig verschwunden, wahrend die Orchideen- 
keimlinge keinerlei Schadigungen aufwiesen und auch heute — ein halbes 
Jahr nach der Behandlung — von den gleichaltrigen Pflanzchen der 
nichtinfizierten Zuchten nicht verschieden sind. 

Die geschilderte Methode diirfte allgemein zur Reinigung von Orchi- 
deenkulturen in all den Fallen anwendbar sein, wo es sich um Infektionen 
mit penicillinempfindlichen Organismen handelt, und sich vor allem dann 
als wertvoll erweisen, wenn — bei dicht stehenden und noch wenig 
entwickelten Keimlingen oder schon weiter ausgebreiteten Herden — ein 
Abimpfen von den verunreinigten Nahrbéden schwierig oder unméglich 


ist. 
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Das antibiotische Verhalten einiger holzzersetzender 
Basidiomyceten zueinander und zu Bakterien. 


Von 
ADOLE OPPERMANN. 


Mit 23 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 2. Juli 1951.) 


Nach der Entdeckung der antibakteriellen Wirksamkeit des Penicillins und 
seiner Anwendung als Heilmittel bei verschiedenen Infektionskrankheiten begann 
ein allgemeines Suchen nach derartigen Stoffen. So wurden auch viele holzzer- 
setzende Basidiomyceten iiberblicksweise durch Teste gegen Staphylococcus awreus 
und Bacterium coli auf die Anwesenheit antibakterieller Stoffe in den Frucht- 
kérpern der Pilze oder in Nahrlésungen, in denen die Pilze gewachsen waren, 
gepriift (WILKINS und Harris 1944b, Ropsins, Hervey, Davipson, Ma und 
Ropsins 1945, WILKINS 1945, 1946, 1947a, b und c, 1948, ATKINSON 1946, MATHIESON 
1946, ABRAHAM 1946, Borzint, Brancut und Baupacct 1947, Bosr 1947, Hervey 
1947, Kavanacu 1947, Metin 1947, Benpz und OrBiom 1948, ANcHEL, HERVEY, 
KavaANaGH, PoLatnick und Rosegrns 1948 und andere). Man fand, daB eine Anzahl 
der untersuchten Pilze gegen die beiden Testorganismen wirksame Antibiotika bildet. 

Weniger intensiv untersucht ist das Verhalten von Pilzen zueinander. Die 
antibiotische Wirkung von Schimmelpilzen, vor allem Penicilliwm- und Asper- 
gillus-Arten aufeinander, ist zwar schon haufig beobachtet worden, tiber das Ver- 
halten von Ascomyceten zu Basidiomyceten und von Basidiomyceten zueinander 
liegen hingegen bisher nur wenige, vor allem altere Untersuchungen vor (HARDER 
1911, ZELLER und Scumirz 1919). FatcK (1923) fand in Kulturen von Sparassis 
ramosa einen pilzhemmenden Stoff, das Sparassol, dessen chemische Struktur 
schon damals aufgeklart wurde (WEDEKIND und FLEISCHER 1923). 

In der vorliegenden Arbeit soll das antibiotische Verhalten einiger holzzer- 
setzender Basidiomyceten zueinander sowie zu einer Anzahl Hefen und Bakterien, 
darunter vier vom natiirlichen Standort isolierte, untersucht werden. 


Experimenteller Teil. 
I. Material. 
Untersucht wurden die holzbewohnenden Basidiomyceten: 


1. Merulius lacrymans, 13. Schizophyllum commune, 

2. Polyporus applanatus, 14. Dermocybe spec., 

3. Polyporus sulfureus, 15. Armillaria mellea, 

4. Polyporus squamosus, 16. Armillaria mellea (Baarn), 

5. Polyporus giganteus, 17. Armillaria mellea Kinsporkultur, 

6. Polystictus versicolor, 18. Pholiota mutabilis, 

7. Polystictus versicolor 19. Pholiota squarrosa, 
Kinsporkultur (Baarn), 20. Pholiota spectabilis (Baarn), 

8. Fomes fomentarius, 21. Panus conchatus, 

9. Fomes igniarius, 22. Lepiota cepaestipes, 

10. Daedalea quercina, und der auf Holz haufig vorkom- 

11. Daedalea unicolor. mende Ascomycet 


12. Favolus europaeus, 23. Xylaria polymorpha. 
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Zur Gewinnung von Reinkulturen wurde bei den meisten Arten aus dem Frucht- 
kérper ein Stiickchen Gewebe steril herausgeschnitten und auf Malzagar (5% 
Biscova-Malzextrakt, 2% gewiisserter Fadenagar in aqua bidest.) weitergeziichtet. 
Alle Stémme wurden frisch isoliert, weil die Pilze ihre physiologischen Kigen- 
schaften bei langerer Kulturdauer auf kiinstlichem Substrat andern kénnen 
(NIETHAMMER 1947, BERNHAUER und Raucr 1949, Perers und Rrere.-BaLpEs 
1949 und andere); wahrend der 2jahrigen Untersuchungszeit blieben sie jedoch 
unverandert. Nur von Armillaria mellea wurde eine Hinsporkultur hergestellt. 
AuBerdem wurden ein Einspormycel von Polystictus versicolor sowie Reinkulturen 
von Armillaria mellea und Pholiota spectabilis vom Centraalbureau voor Schimmel- 
cultures in Baarn bezogen. Die Stammkulturen wurden auf Malzagar gehalten 
und alle 4 Wochen iibergeimpft. Alle Kulturen waren bakterienfrei. 

Die Ermittlung der antibiotischen Wirkungen war von Fall zu Fall verschieden; 
auf die Testmethoden wird daher erst bei den einzelnen Kapiteln eingegangen 
werden. 


II. Das antibiotische Verhalten der Pilze zueinander. 


1. Mischtest der Pilze. 
a) Methodik. 


Zur Feststellung der gegenseitigen Beeinflussung der Pilze auf kiinstlichem 
Substrat wurden, wie schon Harper (1911) es als erster gemacht hat, mehrere 
von ihnen auf Malzagar in der gleichen 
Petrischale in einem gewissen Abstand 
voneinander kultiviert. Alle untersuchten 
Pilze wuchsen auf diesem Substrat gut. 
Eine Beeinflussung des einen Pilzes durch 
Stoffwechselprodukte eines anderen war 
vielfach bereits makroskopisch zu sehen 
und auch mikroskopisch gut zu unter- 
em ee a aca ee Abb. 1. Hemmung zweier Pilze in gréBerer 
groBe Mycelstiicke mit dem darunter- utlernune (Pholiote equirroen: links, und 
liegenden Agar aus den etwa 1 cm vom Lepiota cepuestipes, rechts, nach 15 Tagen). 
Rand entfernten Teilen einer 1 Woche 
alten Kultur herausgestochen und in 5 cm Entfernung voneinander in den er- 
starrenden Agar eingesetzt. Je 2 Pilze, in manchen Fallen 4, wurden in einer 
Petrischale miteinander kultiviert. Die Schalen wurden in einem dunklen Thermo- 
staten bei 25° C (vgl. Rerrsma 1932, Frres 1938) und feuchter Luft (offene Schalen 
mit Wasser!) aufgestellt und nur zur Beobachtung kurz herausgenommen. Das 
Substrat hatte nach dem Sterilisieren im Autoklaven den pq-Wert 5,3—5,4 (vgl. 
BavenpAmM 1939). Die Schichtdicke des Agars war immer genau 3 mm; je dicker 
die Agarschicht war, desto kleiner war die zwischen den Pilzen auftretende Hemm- 
zone. Es wurden daher auch nur Petrischalen mit ebenem Boden benutzt. 


b) Ergebnisse, 

Die 23 Pilze wurden alle miteinander in Mischkultur gebracht (529 
Kombinationen). Jede Kombination wurde meistens 3mal wiederholt. 
In der Regel trat dabei bei Annaherung der Mycelien aneinander eine 
Hemmung des Mycelwachstums ein, so da} zwischen den beiden Mycel- 
scheiben in mehr oder weniger groBer Entfernung eine — mindestens eine 
Zeitlang — hyphenfreie Zone entstand (Abb. 1). 


Pilze, die von den zwischen den beiden Linien an- 


366 A. OPPERMANN: 


#2) Anfingliches Verhalten. Die Pilze verhielten sich nicht alle 
vollig gleich, sondern manche waren wesentlich ,,aktiver“ als andere. Sie 
konnten danach in 3 groBe Gruppen eingeteilt werden: 

1. Pilze, die das Wachstum der meisten mit ihnen zusammentreffenden 
Pilze schon in gréBerer Entfernung hemmen, selbst aber zunadchst keine 
Wachstumsstérung erfahren. 


Tabelle 1. Verhalten der Pilze beim Aufeinanderzuwachsen ihrer Mycelien im Mischtest. 
Die Nummern der Pilze stimmen mit den eingangs angegebenen iberein. 
Die Reihenfolge der Nummern besagt nichts tiber den Grad der Hemmung. Arten, 
die sowohl oberhalb wie unterhalb der Mittellinie erscheinen, sind kursiv gedruckt. 
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2. Pilze, die zwar einige andere hemmen, aber selbst auch von einer 
Anzahl anderer Pilze gehemmt werden. 


3. Pilze, die von vielen anderen im Wachstum stark gehemmt werden, 
selbst aber nur wenige zu hemmen in der Lage sind. 


Das Ergebnis des Versuchs ist in Tab. 1 zusammengestellt. Statt der 
Artnamen sind, um Platz zu sparen, die Nummern der Pilze (Kapitel I) 
eingesetzt. Die Nummern aller 23 Arten sind zwischen den beiden 
waagerechten Mittellinien der Tabelle eingetragen; in den senkrechten 
Nummernsaulen oberhalb dieser Reihe sind die Artnummern angefiihrt, 
die durch die in der waagerechten Folge aufgefiihrten Arten gehemmt 
wurden (z. B. wurde durch Pilz 1 die lange, mit 23 beginnende und mit 2 
endigende Reihe gehemmt, durch Pilz 7 nur 10 und 8) und senkrecht nach 
unten schlieBen sich die Artnummern an, die ihrerseits eine hemmende 
Wirkung auf das Wachstum der Pilze in der Horizontalreihe ausiibten 
(1 wurde also nur durch 15, 16 und 17 gehemmt, 8 durch eine sehr viel 
gréBere Anzahl). Uber den Grad der Hemmung gibt die Reihenfolge der 
Nummern natiirlich nichts an. Zu den Pilzen der Gruppe 1, die also selbst 
durch andere Mycelien kaum gehemmt wurden, gehéren nur die Nummern 
1, 5, 15, 16 und 17, somit Merulius lacrymans, Polyporus giganteus, 
Armillaria mellea, Armillaria mellea (Baarn) und Armillaria mellea Kin- 
spormycel. Diese hemmten fast alle anderen Pilze schon in gréBerer 
Entfernung. Ebenfalls nicht sehr groB ist auch die Zahl der Nummern, die 
tuberhaupt keine anderen (6, 12, 13, 21) oder nur sehr wenige andere zu 
hemmen vermochten (2, 7, 8, 9); zu dieser Gruppe gehoren Polyporus 
applanatus, Polystictus versicolor, Polystictus versicolor Kinspormycel, 
Fomes fomentarius, Fomes igniarius, Favolus europaeus, Schizophyllum 
commune und Panus conchatus. Der Rest schlieBlich (Polyporus sulfureus, 
Polyporus squamosus, Daedalea quercina, Daedalea unicolor, Dermocybe 
spec., Pholiota mutabilis, Pholiota squarrosa, Pholiota spectabilis, Lepvota 
cepaestipes und Xylaria polymorpha) bildet die Gruppe 2. Bei deren 
Hemmwirkungen handelt es sich anscheinend um sehr spezifische 
Reaktionen, die ein Pilz auf einen anderen ausiibt, denn es wurden von 
jedem Pilz dieser Gruppe nur ganz bestimmte andere gehemmt, wahrend 
ein groBer Teil unbeeinfluBt blieb. 

Bei Messung der Wachstumsgeschwindigkeit der Pilze dieser 3 Gruppen auf 
Malzagar (Tab. 2) ergab sich, daB die Pilze der Gruppe 1, also die auf viele andere 
stark antagonistisch wirkenden Arten, hauptsichlich zu den langsam wachsen- 
den gehéren, diejenigen der Gruppe 3, die nicht oder nur auf wenige Pilze ant- 
agonistisch wirkten, zu den schnell wachsenden. Wie in ihrem antibiotischen 
Verhalten zueinander, so nehmen auch in der Wachstumsgeschwindigkeit die in 
der Gruppe 2 zusammengefaBten Pilze eine Mittelstellung ein. Daf die Abhangig- 
keit von Wachstumsgeschwindigkeit und antibiotischer Wirksamkeit jedoch 
nicht streng gilt, zeigt das Beispiel vori Polyporus squamosus, der nach seiner 


Wachstumsgeschwindigkeit am starksten antagonistisch wirken miBte. Ob die 
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meisten der relativ schnell wachsenden Pilze (Gruppe 3) etwa tiberhaupt keine 
Antibiotika bilden, kann hier noch nicht entschieden werden. 


B) Spateres Verhalten. Aus der Feststellung, dafs der eine Pilz den 
anderen bei Anniiherung schon in gréferer Entfernung hemmt, 1aBt sich 
noch nichts iiber das weitere Verhalten der beiden Pilze zueinander 
folgern. Bei weiterer Beobachtung konnten sich die Wechselwirkungen 

wesentlich andern. So wurde Polystictus versicolor (6) von Armillaria 
mellea (15), Polyporus squamosus (4) und Polyporus giganteus (5) anfang- 
lich bereits in gréBerer Entfernung gehemmt, spater wuchs Polystictus 


Tabelle 2. Wachstumsgeschwindigkeit und Gruppenzuordnung der Pilze (Durchmesser 
der Kolonie nach 10tigigem Wachstum auf Malzagar bei 25° C). 


Durchmesser 
Pilz } Gruppe der Kolonie 

| mm 
POLY BOVUS TSG UATIUGSUS ss teeta) rents ttn tenn mes ene 2 10 
Polyporus giganteus | 1 ll 
Merulius lacrymans 1 12 
Lepiota cepaestipes . 2 12 
Armillaria mellea, Baarn . 1 15 
Armillaria mellea, E}. ] 16 
Armillaria mellea 1 20 
Daedalea unicolor 2 38 
Polyporus sulfureus . 2 38 
Xylaria polymorpha . 2 40 
Dermocylhe spec. . 2 42 
Daedalea quercina . 2 43 
HOMES AGTAANTUS Te el SeciGsd Sel Tees ine Cate 3 46 
Panus conchatus . | 3 51 
Pholiota squarrosa . 2 52 
Pholicta mutabilis . 2 54 
Pholiota spectabilis. 2 60 
Palystictus versicolor, ‘E. 3 70 
Favolus europaeus . 3 71 
Polyporus applanatus 3 89 
Fomes fomentarius . 3 93 
Polystictus versicolor . 3 93 
Schizophyllum commune | 3 110 


1K. = Kinsporkultur. 


versicolor aber in allen drei Fallen langsam in die Hemmzone hinein. 
Beim Zusammentreffen mit dem Mycel von Armillaria stellte er dann 
sein Wachstum ein und wuchs hier auch in den anschlieBenden 2—3 
Wochen nicht mehr weiter. Auf das Mycel von Polyporus giganteus wuchs 
er hingegen langsam etwa 2 mm hinauf und stellte erst dann das Wachs- 
tum endgiiltig ein, wahrend Polyporus squamosus von Polystictus lang- 
sam, aber schlieBlich véllig tiberwachsen wurde. 

Andere Pilze hingegen, wie Pholiota squarrosa und Lepiota cepaestipes, 
hemmten sich gegenseitig in einer bestimmten Entfernung (Abb. 1) und 
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stellten dann beide ihr Wachstum endgiiltig ein, so da® es auch bei langer 
Beobachtungszeit nicht zu einer Beriihrung ihrer Mycelien kam. Haufig 
trafen aber zwei Pilze auch ohne vorherige Hemmung zusammen und 
stellten erst dann ihr Wachstum ein (Abb. 2). Oder sie wuchsen ohne 
wesentliche Wachstumshemmung, jedenfalls ohne Ausbildung einer 
zunachst deutlichen mycelfreien Zone, aufeinander zu, worauf dann der 
eine, wenn auch verlangsamt, tiber den anderen hinwegwuchs (Abb. 3). 

Bei langerer Beobachtung der verschiedensten Pilzkombinationen 
ergab sich eine grofe, zunichst verwirrende Mannigfaltigkeit des Ver- 


Abb. 2. Abb. 3. 


Abb. 2. Favolus europaeus (links) und Fomes fomentarius im Mischtest nach 30 Tagen. 


Abb. 3. Polystictus versicolor (links) tiberwaichst Fomes ignarius verlangsamt nach 10 Tagen. Das 
anfinglich weifke Mycel von Fomes ignarius ist gelb geworden. 


haltens, aus der sich erst allmahlich im Laufe der Zeit bestimmte Typen 


herausschilen lieBen. 

Die verschiedenen Moglichkeiten des gegenseitigen Verhaltens sind in 
den schematischen Darstellungen der Abb. 4 wiedergegeben. Es sind 
jedesmal 3 Stadien dargestellt: 1. 6—10 Tage, 2. 14—18 Tage, 3. 5—6 
Wochen nach Versuchsbeginn. Die Zeitpunkte sind je nach der Wachs- 
tumsgeschwindigkeit der einzelnen Pilze etwas verschieden. Auf die 
Ursachen der Ausbildung dieser Typen wird spater eingegangen werden. 

J. Pilz A wird durch Pilz B in mehr oder weniger groBer Entfernung gehemmt. 

a) Pilz A tiberwachst die von Pilz B gebildete Hemmzone gar nicht oder wachst 
nur langsam im Laufe mehrerer Tage tiber die Hemmzone hinweg, wachst jedoch 
nicht auf das Mycel des Pilzes B hinauf (Typ Ia,). Dagegen tiberwachst bei man- 
chen Kombinationen Pilz B den von ihm gehemmten Pilz A (Typ Ia,). 

Beispiel fiir Ia,: Polyporus applanatus (A) — Daedalea quercina (B); 

Beispiel fiir Ia,: Schizophyllum commune (A) — Armillaria mellea (B). 

b) Pilz A tiberwachst die Hemmzone schnell (in etwa 2—3 Tagen), wachst 
einige Millimeter (im Hochstfall 3 mm) auf den vorher hemmenden Pilz B hinauf 
und stellt dann das Wachstum endgiiltig ein. Beispiel: Schizophyllum commune 
(A) — Polyporus squamosus (B). 


26* 
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Abb. 4. Schematische Darstellung der Typen des Verhaltens der Pilze im Mischtest; Pilz A 
waagerecht, Pilz B senkrecht schraffiert. Jeweils 3 Stadien: 1. 6—10 Tage, 2. 14—18 Tage, 
3. 5—6 Wochen nach Versuchsbeginn. 


e) Pilz A iiberwachst die Hemmzone schnell und tiberwachst den vorher hem- 
menden Pilz B vollkommen. Beispiel: Polystictus versicolor (A) — Polyporus 
squamosus (B). 
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Tabelle 3. Das Verhalten der 23 Pilze zueinander im Mischtest. Unter den Nummern 1—22 


el ae 
| Typ I. Typ II. 
Pilz B hemmt Pilz A in gréBerer Beide Pilze stellen das | 
Entfernung (1—10 mm). Wachstum in gréBerer | 
Entfernung ein. 
a Ay b | c a | b 
itemmzonel| | Beide Pilze > 
Pilz B Pilz A iiberwiichst wird | Hemmzone| wachsen nee | 
wiichst Hemmzone langsam, —- Schnell iiber-| und Pilz B | nicht oder nach einige: 
aut den hemmenden wachsen, | wird or BH aU ‘pee! Zeit die 
Pilz A Pilz B nicht /hemmender Schnelliiber-| auf die Hemmzone! 
Pilz nur | wachsen | Hemmzone ; 
can ci Miniaut und Pilz A’ 
| | 
| } 
1. Merul. lacr. 354,050, 1595 0,L0nL2, ali, 1S | 15, 16, 17 | 
14, 18, 19,20, 21, 22, 23 | 
2. Polyp. appl. | } 11 
3. Polyp. sulf. 11 | 19, 20 | 
4. Polyp. 2, 85.21 19,10, 12,'| 3,657 | 18,19 | 
squam. | 13, 14 / 
5. Polyp. gig. 3,4, 128.9,10, LL Toel4, ested 2, 15, 16, 17,} 
21,22 | 18 23 
6. Polyst. vers. 
7. Polyst.. 8 10 
vers., KE. / 
8. Fomes fom. | 3 
9. Fomes ign. 14 
10. Daed. querc. |2,13,21) 6, 12 | |7, 14 8, 9, 22 
11. Daed. un. L2 es | 2 14,8 
12. Fav. europ. | 
13. Schiz. comm. | 
14. Dermoc. spec. | 11 8 | 9, 10, 23 
15. Armillaria 2,3, 4,6, 7,8, 9,10, 11, 12, 1,5 | 
melleu 13, 14,18,19, 20, 21,22, | 
23 
16. Armillaria 2,4,6,7,8,9,10,11,12, |3 1) 
mellea, B. 13,.14518,19; 205215229" 
23 
17. Armillaria Ord 6.7.8, 0, Ost nl omens 1,5 
mellea, EK. 13,14, 19,20, 21, 22, 23 
18. Phol. mut. (eo Los tae 20, 21 11 4 22 
19. Phol. squarr. | 7,8 6.9, 1OS11, 12513. 21 3,4 22 
20. Phol. spect. 6, 9,10, 12,13 tins: ees 19 
21. Panus conch. i 4 | 11 
22. Lepiota 20 
cepaest. 
23. Xyl. pol. 13 3, 7, 8, 10, 20, 21 2,05 .Ls 04 5,14 
12 


K,. = Einspormycel; B. = Kultur aus Baarn. 
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auf der linken Seite der Tab. stehon die Pilze B, die Pilze A sind in der Tabelle aufgefiihrt. 
re ll ls ee ee ee eee 


Typ III. Typ IV. es aon 
Beide Pilze stellen beim Zusammentreffen Pilz B tiberwichst Pilz A, ohne Beide Pilze 
das Wachstum ein, ohne sich vorher beim Zusammentreffen zuniichst | treffen in einer 
zu beeinflussen. Anschliefend das Wachstum einzustellen | mycelarmen 
| | Zone 
oy b e 2 b ¢ | eee 
bis eile mit stark ee ohne 
wenige indert ieee 
Millimeter tberwachst at der Verna: 
5 ae Pilz B minderter . derung der 
wachsen beide auf A hinauf We Wachst.- i 
: - ; Wachs- 4 Wachs- 
nicht weiter und stellt den Pilz A ian geschwin- nia 
dann das ganz eeschwie een an: geschwin- 
Wachstum digkeit auf alteren digkeit 
endgiiltig ein Teilen 
1 
%,8,9,12,14,18 | 3,22 2 
9, 14,18 21 22 3 
20, 23 4 
19, 20 5 
18, 22 Me Fate dee dle’ || Wes 21 | 3,9 6 
2,12,13,14,21,22 | 3,9 a 
2,9, 12,22 8 
23,8, 12,22 21 9 
10, 11 3 
10 6, 21 9 7 11 
2, 7,8,9,13,21 | 14 3 22 12 
7, 12,13 14 18, 21 Sy (s) 2,9, 22 
aos, 19, 2L 22 14 
IS LUG Ny) 
15, 16, 17 
15, 16, 17 
2, 3,6 23 8 14 
5, 14 2 * 
4,5, 21 2,11, 14 Si 
7, 12, 14, 20 2,8, 22 & 
6,7, 8, 9, 14 
>) 
4 19, 22 9 23 
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II. Beide Pilze stellen in einiger Entfernung voneinander das Wachstum ein. 


a) Es erfolgt auch nach 2—3 Wochen kein Weiterwachsen. Beispiel: Armillaria 
mellea (A) — Merulius lacrymans (B). 

b) Pilz A tiberwichst nach einiger Zeit die Hemmzone und wachst auf Pilz B 
hinauf. Beispiel: Daedalea quercina (A) — Lepiota cepaestipes (B). 

c) Pilz A iiberwichst die Hemmzone und iiberwiichst die ganze Mycelscheibe 
von B mit Wachstumsbeschleunigung. Beispiel: Coniophora cerebella (A) — Peni- 
cillium glaucum (B) (nach Harper 1911). 

III. Beide Pilze wachsen ungehindert aneinander heran, stellen aber beim 
Zusammentreffen das Wachstum ein. Nach dem Einstellen des Wachstums ist 
das weitere Verhalten verschieden: 

a) Es findet kein Weiterwachsen statt. Beispiel: Fomes fomentarius (A) — 
Favolus ewropacus (B). 

b) Pilz A wachst nach einiger Zeit des Stillstands wenige Millimeter auf Pilz B 
hinauf und stellt dann das Wachstum endgiiltig ein. Beispiel: Panus conchatus (A) 
— Polyporus applanatus (B). 

c) Pilz A iiberwachst nach einem Stillstand von einem bis mehreren Tagen 
Pilz B-vollkommen. Beispiel: Favolus ewropaeus (A) — Polyporus sulfureus (B). 

IV. Der eine Pilz iiberwachst den anderen, ohne beim Zusammentreffen zu- 
nachst das Wachstum einzustellen. Die Wachstumsgeschwindigkeit des tiber- 
wachsenden Pilzes auf dem Mycel des iiberwachsenen kann verschieden sein. 

a) Pilz A iiberwachst Pilz B mit erheblicher Verminderung der Wachstums- 
geschwindigkeit (14—1/,, der normalen). Beispiel: Polystictus versicolor (A) — 
Panus conchatus (B). 

b) Pilz A tiberwachst Pilz B ohne Verminderung der Wachstumsgeschwindig- 
keit, wird jedoch auf den alteren Teilen des Mycels gehemmt. Beispiel: Polystictus 
versicolor (A) — Fomes igniarius (B). 

c) Pilz A tiberwachst Pilz B ohne jede Verlangsamung der Wachstumsgeschwin- 
digkeit. Beispiel: Schizophyllum commune (A) — Polyporus applanatus (B). 

Wenn zwei Pilze der gleichen Art zusammentreffen, so bildet sich in den meisten 
Fallen keine hyphenfreie Hemmzone zwischen ihnen aus, wohl aber entsteht 
zwischen beiden ein etwa 1—5 mm breites Gebiet, in dem nur wenige Hyphen 
vorhanden sind. 


Die Einordnung der Pilze in diese Typen ist in Tab. 3 vorgenommen- 
Um das Verhalten zweier Pilze zueinander zu ermitteln, stellt man den 
Namen des einen am linken Rand der Tabelle fest und sucht dann die 
Nummer des anderen in der Tabelle selbst. Beispiel: Verhalten von 
Schizophyllum commune zu Merulius lacrymans. In der waagerechten 
Merulius-(1)-Reihe steht Schizophyllum (18) unter Typ Ib, was besagt, 
daB Schizophyllum in gréBerer Entfernung von Merulius gehemmt wird; 
anschlieBend iiberwiichst Schizophyllum die Hemmzone und wiichst 
wenige Millimeter auf das Mycel von Merulius hinauf; dann stellt 
Schizophyllum das Wachstum endgiiltig ein. 

Findet man nach rechts gehend den gesuchten Pilz nicht, so sieht man 
bei der reziproken Kombination nach. 

Aus der Tabelle geht hervor, da die Zahl der Pilze, die sich im Misch- 
test nicht oder nur sehr wenig beeinflussen, gering ist. Meistens beeinfluBt 
der eine Pilz den anderen bereits in gréBerer Entfernung. 
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2. Wirkung der Kulturfliissigkeit der Pilze. 
Um den stofflichen Grundlagen der im vorstehenden Kapitel fest- 


gestellten Hemmungen zwischen den Pilzen nachzugehen, wurden 
Filtrate der Kultursubstrate der Pilze hergestellt. 


a) Methodik. 


Zur Gewinnung der zu untersuchenden Lésung wurden die Pilze auf 5%iger 
Biscova-Malzextraktlésung in 200 cm?-ERLENMEYER-Kolben gezogen, in denen sich 
je 50 cm? Fliissigkeit befanden. Um ein anfangliches Untersinken der Impfflocke 
zu verhindern, wurde diese an einem diinnen Glasstab, der unten zu einem Haken 
umgebogen und oben im Stopfen des Kolbens befestigt war, angebracht. Die Hohe 
des Hakens wurde auf die Fliissigkeitsoberflache eingestellt. Die Kolben wurden 
nach dem Beimpfen bei 25° C im dunklen Thermostaten gehalten. Nach 4 bis 
5 Weochen (das Wachstum der Pilze war in der Fliissigkeitskultur langsamer als 
auf Agar) war die Fliissigkeitsoberflache ganz bewachsen. Die Nahrlosung wurde 
nun durch ein Membranfilter Nr. 10 steril abfiltriert und im Vakuum bei 30° C 
auf den vierten Teil eingeengt. Ihre hemmende Wirkung auf die verschiedenen 
Pilzmycelien wurde dann folgendermafen getestet: 

Ein Impfstiick des Testpilzes, dessen Verhalten gegen die von einem anderen 
Pilz in das Substrat ausgeschiedenen Stoffe festgestellt werden sollte, wurde in 
die Mitte einer mit klarem, gut durchsichtigem Malzagar 3 mm hoch gefiillten 
Petrischale geimpft. Wenn die Kultur, die bei 25° C gehalten wurde, einen Durch- 
messer von etwa 3 cm hatte, wurde ihr Rand auf der Unterseite der Petrischale 
durch einen Skribtolstrich scharf markiert. Im Abstand von 1 em vor den Hyphen- 
spitzen wurde nun mit dem Korkbohrer ein Loch von 9 mm Durchmesser gestanzt, 
wie es auch beim Lochtest gegen Bakterien verwandt wird (FLEMING 1946), in das 
mit einer Rekordspritze genau 0,1 cm® des zu priifenden Filtrats gegeben wurde. 
Nach 48 Std bei 25° C wurde der Zuwachs des Mycels des Testpilzes in Richtung 
auf das mit Filtrat gefiillte Loch und in der Richtung zum freien Agar gemessen. 
Der Quotient 


Zuwachs des Mycels in Richtung auf das mit Filtrat gefiillte Loch in Millimeter _ 10S 


Zuwachs des Mycels auf freiem Agar in Millimeter 


ergab einen Wert, der als ,,Antibiotischer Quotient bezeichnet werden soll. Je 
niedriger der Quotient ist, desto starker wurde also der Pilz durch das Filtrat. 
gehemmt. Die Methode erméglicht die Priifung der hemmenden Wirkung des 
Filtrats eines bestimmten Pilzes auf jeden anderen Pilz, und andererseits kann 
durch Anbringung mehrerer Lécher in der Agarplatte die Reaktion eines be- 
stimmten Pilzes gleichzeitig auf verschiedene Filtrate ermittelt werden’. Armillaria 


1 Bisher hat man meist folgende Testmethoden angewandt: 1. Der Testpilz 
wird auf einen Nahrboden geimpft, dem das Filtrat des zu testenden Pilzes bei- 
gemengt worden ist. Nachteile: Das Filtrat muB einer tiber dem Erstarrungspunkt 
des Agars liegenden Temperatur ausgesetzt werden und es werden relativ grofe 
Mengen des Filtrates daftir bendtigt. AuBerdem miissen, da die Geschwindigkeit 
des Anwachsens der Impfflocken schon normalerweise recht verschieden ist, eine 
groBe Zahl von Kontrollen angesetzt werden. — 2. Nach der Methode von GROSSER 
und Frrepricu (1947) wird ein Mycelstiick des Testpilzes (Rhizoctonia solani) 
in verschiedene Konzentrationen der Lésung gebracht und festgestellt, bei welcher 
Konzentration gerade noch ein Auswachsen erfolgt. Die Methode hat den Vorteil 
der Schnelligkeit, doch braucht man dazu einen schnell wachsenden Testpilz, 
dessen Wachstumsbedingungen genau bekannt sind. 
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mellea, Merulius lacrymans, Polyporus giganteus und Lepiota cepaestipes wurden 
wegen ihres zu langsamen und zum Teil unregelmaBigen Wachstums nicht als 
Testpilze verwandt. 

b) Ergebnisse. 

Das Ergebnis eines der Versuche zeigt Abb. 5. Gegen.die unteren beiden 
Locher in der Agarplatte (mit der filtrierten Kulturfliissigkeit von Favolus 
europaeus und Polystictus versicolor -Einspormycel) ist der Pilz (Poly- 
stictus versicolor -Einspormycel) ungehindert vorgewachsen, vor dem 
rechten oberen Loch (mit Filtrat 
von Xylaria polymorpha) ist er 
schwach, vor dem linken oberen 
(mit Filtrat von Pholiota squar- 
rosa) stark gehemmt. Das stimmt 
in allen Punkten mit den Er- 
gebnissen in Tab. 3 tiberein. Dort 
lieB sich aber ein Unterschied in 
der Wirkung von Xylaria und 
Pholiota nicht zum Ausdruck 
bringen, wahrend er hier deutlich 
wird und sich auch sehr klar in 
den Werten des antibiotischen 
Quotienten ausprigt. Sie waren 
(Tab. 4) fiir Polystictus versicolor 
(Einspormycel) als Testpilz bei 


Abb. 5. Test der Filtrate von Pholiota squarrosa 
(inks oben), Xylaria polymorpha (rechts oben), 
Favolus europaeus (rechts unten) und Polystictus 
versicolor Kinspormycel (links unten). Der Test- 


pilz, Polystictus versicolor Kinspormycel, wird 
durch das Filtrat von Pholiota squarrosa stark, 
durch dasjenige von X ylaria polymorpha schwach 


Pholiota squarrosa 29, Xylaria 
polymorpha 79, Favolus europaeus 


100 und Polystictus versicolor 
(Einspormycel) 100. Ein Blick 
iiber die Tab. 4 zeigt, daB der Quotient die mannigfaltigsten Werte 
zwischen 29 und 100 einnimmt. Die Quotienten unter 75, die also eine 
starke Hemmung ausdriicken, sind fett gedruckt. Der Quotient zeigt 
natirlich auch vollig eindeutig, von welchem Pilz jeweils die Hemmung 
ausging. So war er bei Polyporus applanatus bei Einwirkung des _X ylaria- 
Filtrates auf das Polyporus-Mycel 32, im umgekehrten Fall, also bei Ein- 
wirkung des Polyporus-Filtrates auf das Xylaria-Mycel, aber 100. Die 
starke Hemmungszone zwischen diesen beiden Pilzen muB also auf die 
Ausscheidungen des X ylaria-Mycels zuriickgefiihrt werden. 

Einen Uberblick, wieweit ein Pilz die anderen durchschnittlich hemmt, 
gibt der in der letzten Spalte der Tab. 4 aufgefiihrte ,,Durchschnittliche 
Antibiotische Quotient’. Je kleiner er ist, desto gréBer ist die anti- 
biotische Aktivitaét des Pilzes; am gréBten war sie bei Daedalea quercina 
und Pholiota mutabilis, am kleinsten bei Lepiota cepaestipes. In der 
unteren Reihe der Tab. 4 ist die durchschnittliche antibiotische 


gehemmt. 
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Empfindlichkeit der Testpilze aufgetragen. Je kleiner hier der Quotient 
ist, um so gréBer ist die antibiotische Empfindlichkeit des Pilzes. Am 
empfindlichsten gegen antibiotische Stoffe war danach Polyporus appla- 
natus, am unempfindlichsten Daedalea quercina. 

Tab. 4 stimmt gut mit Tab. 3 iiberein. In fast allen Fallen, in denen im 
Mischtest ein Pilz durch einen anderen bereits in groBerer Entfernung 
gehemmt wurde (Typ I u. II), trat auch durch das Filtrat des Substrats 
eine Wachstumshemmung des Testpilzes ein (Tab. 4, Abb. 5). Die 
Hemmung ist in den betreffenden Fallen also auf Stoffe zuriickzufiihren, 
die von dem hemmenden Pilz in das Substrat abgeschieden werden. Nur 
in einigen Fallen war bei Kombinationen, bei denen im Mischtest eine 
Hemmung eintrat, im Filtrattest keine zu bemerken. So hemmte Poly- 
porus giganteus im Mischtest Dermocybe spec., Favolus europaeus, Daedalea 
quercina und Daedalea unicolor bereits in gré®erer Entfernung, durch das 
Filtrat trat aber in allen Fallen keine Hemmung ein; andere Pilze, 
die Polyporus giganteus im Mischtest hemmte, wurden auch durch das 
Filtrat gehemmt. Dies laBt vermuten, daB die Hemmwirkung des 
betreffenden Pilzes nicht in allen Fallen auf den gleichen 
Stoff zurickzufiihren sein dirfte. Die Hemmwirkung, die Poly- 
porus giganteus im Mischtest auf die verschiedenen Pilze ausiibte, muB 
alsoauf mehrere Stoffe zuriickgefiihrt werden, und zwar mindestens 
auf zwei, von denen der eine durch die Priiparation des Filtrats zerstort 
wurde. Eine ahnliche Erscheinung finden wir bei Polyporus squamosus, 
der im Mischtest 14 Pilze hemmte, dessen Filtrat aber nur bei 9 Pilzen 
eine Wirkung zeigte, ferner bei Lepiota cepaestipes (Mischtest 6, Filtrat 1) 
und Pholiota spectabilis (Mischtest 7, Filtrat 4). Auch diese Ergebnisse 
weisen auf eine weitgehende Spezifitat der einzelnen Hemmreaktionen 
hin. 

Die bei den Mischtesten unter Typ IIT aufgefiihrten Pilze verhielten 
sich im Test der Kulturfiltrate antibiotisch nicht einheitlich. 

In einigen Fallen bildeten beide Pilze ein Antibiotikum (so bei den Kombina- 
tionen Fomes igniarius — Favolus europaeus, Daedalea unicolor — Daedalea quercina, 
Pholiota mutabilis — Schizophyllum commune), in anderen nur der eine der beiden. 
So stellten Schizophyllum commune und Favolus ewropacus beim Zusammentreffen 
im Mischtest ihr Wachstum ein; bei Priifung der Kulturfiltrate aber wurde nur 
Favolus von Schizophyllum, nicht aber Schizophyllum von Favolus gehemmt. In 
einigen seltenen Fallen wurde tiberhaupt keiner von beiden durch das Filtrat 
des anderen gehemmt (Fomes igniarius Polyporus applanatus). 

Vielfach hemmten die im Mischtest unter Typ IV angegebenen Pilze 
bei Priifung ihrer Kulturfiltrate diejenigen, von denen sie im Mischtest 
ohne vorherige Hemmung und ohne Einstellen des Wachstums fiir kurze 
Zeit tiberwachsen wurden. So wurden Schizophyllum commune und 
Polystictus versicolor, die im Mischtest auf das Mycel von Polyporus 
sulfureus heraufwuchsen, durch das Filtrat dieses Pilzes gehemmt. 
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Ebenso hemmten Panus conchatus und Pholiota mutabilis bei Prifung der 
Filtrate Schizophyllum commune, von dem sie im Mischtest, allerdings nur 
mit starker Verminderung der Wachstumsgeschwindigkeit, iiberwachsen 
wurden. In all diesen Fallen wurde also der itberwachsende Pilz durch ein 
von dem tiberwachsenen gebildetes Antibiotikum beeinfluBt. 

Hinige der Pilze hemmten sich selbst durch ihre Stoffwechselprodukte. 
Doch waren sie, wie die Beispiele von Daedalea unicolor und Daedalea 
quercina zeigen, gegen ihre eigenen Hemmstoffe weniger empfindlich als 
andere Pilze. Pholiota mutabilis allerdings hemmte sich selbst sehr stark. 
In den meisten Fallen aber fand keine meSbare Beeinflussung des Wachs- 
tums eines Pilzes durch das Filtrat seiner Kulturlésung statt, so daB die 
mycelarme Zone, die im Mischtest zwischen zwei Kolonien des gleichen 
Pilzes entsteht, wohl meistens auf Nahrstoffmangel zuriickzufiihren ist. 

Verschiedentlich hemmte ein Pilz, der von einem anderen im Mischtest 
wie auch durch die Kulturloésung stark gehemmt wurde, seinen Antago- 
nisten selbst durch in die Naihrlosung ausgeschiedene Stoffe, obgleich eine 
Hemmung im Mischtest nicht zu beobachten war. Das konnte seinen 
Grund darin haben, da entweder die Hemmung wegen der stark iiber- 
legenen Hemmwirkung des einen Pilzes nicht zu erkennen war oder da 
im Mischtest kein Hemmstoff gebildet wurde, weil seine Bildung von dem 
Antagonisten, der stark hemmend wirkte, verhindert wurde. Auf Grund 
der Ergebnisse mit den Nahrlosungsfiltraten laBt sich das Verhalten der 
Pilze im Mischtest folzendermaBen erklaren: 

Typ I: Die Hemmung eines Pilzes durch einen anderen ist auf die 
Ausscheidung von Antibiotika durch diesen Pilz zuriickzufiihren. Da 
nach den bei Priifung der Pilzfiltrate gewonnenen Ergebnissen keines der 
Antibiotika eine Dauerhemmung hervorruft, sondern alle nach einiger 
Zeit zersetzt bzw. inaktiviert werden, sind fiir die Typen Ta, b und c nur 
folgende Erklarungen méglich: a) Das Antibiotikum wird zerstort, jedoch 
in etwa gleicher Menge kontinuierlich nachgebildet. Dadurch kommt eine 
dauernde Hemmung zustande. b) Das Antibiotikum wird schneller 
zerstort als eine Nachbildung erfolgt. Das Aufhéren des Wachstums auf 
dem Mycel des vorher hemmenden Pilzes kann zwei Griinde haben: 1. Die 
alteren Zonen des Mycels bilden in stiirkerem Mae Hemmstoffe aus, so 
daB diese nun nicht mehr schnell genug zersetzt werden k6nnen, um ein 
Weiterwachsen zu erméglichen. 2. Es tritt beim Heraufwachsen Nahrungs- 
mangel auf. Es kénnten auch beide Faktoren zusammenwirken. c) Das 
Antibiotikum wird erheblich schneller zersetzt als nachgebildet, so daB 
nach einer anfanglichen Hemmung nur eine Verminderung der Wachs- 
tumsgeschwindigkeit eintritt. Ein Nahrungsmangel liegt nicht vor, da das 
Mycel des zunichst hemmenden Pilzes vollkommen iiberwachsen wird, 

Typ II: Jeder der beiden Pilze scheidet einen auf den anderen anti- 
biotisch wirkenden Stoff aus. Ist bei beiden die Bildungsgeschwindigkeit 
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gréBer oder gleich der, mit der das Antibiotikum vom Antagonisten 
zerstort wird, so wachsen beide nicht weiter (Typ IIa). Zerstort der eine 
Pilz das Antibiotikum schneller, so kann er die Hemmzone tiberwachsen 
und wichst noch 2—3 mm auf den Antagonisten hinauf, wo er dann aus 
den bei Typ Ib erwahnten Griinden das Wachstum einstellt (Typ ITb). 
Beim Uberwachsen kann die Wachstumsgeschwindigkeit des tiber- 
wachsenden Pilzes, bedingt durch die Mycelstruktur des tiberwachsenen, 
beschleunigt sein (Typ IIc, nach Harper 1911). 

Typ III: Da sich beide Pilze in gréBerer Entfernung nicht beein- 
flussen, wird ein Antibiotikum entweder nicht erzeugt, oder es ist zu 
schwach, schon auf gréBere Entfernung eine Hemmung hervorzurufen. 
Eine Hemmung entsteht entweder durch die Anwesenheit eines Anti- 
biotikums oder wird durch Nabrstoffmangel oder mechanische Hinderung 
(Harper 1911) hervorgerufen. Diese Moglichkeiten kénnen auch 
kombiniert sein. 

Typ IV: Das junge Mycel des Pilzes, der von dem Antagonisten tiber- 
wachsen wird, bildet kein gegen diesen Pilz wirksames Antibiotikum aus. 
Vielfach wird ein solches jedoch von dem alteren Mycel erzeugt (Typ 
IVb). Bei IVe tritt weder eine Beeinflussung durch Antibiotika noch 
durch Nahrungsmangel ein. 

In einigen Fallen, vor allem beim Typ J, wo zuniachst ein Pilz vom 
anderen stark gehemmt wurde, die Hemmzone jedoch anschlieBend tiber- 
wachsen wurde, kénnte auch eine Anpassung des Pilzes an den Hemm- 
stoff vorliegen, wie sie z. B. von Bakterien an Penicillin bekannt ist. Es 
wurden daher Schizophyllum commune, Favolus europaeus und Fomes 
fomentarius, die von Armillaria mellea und Merulius lacrymans gehemmt 
werden, auf Malzagar, dem der Hemmstoff in niedriger Konzentration 
zugesetzt war, 4 Tage lang gezogen und nachher wieder im Mischtest und 
durch Priifung von Kulturfiltraten untersucht. Die Hemmung war die 
gleiche wie friiher, eine Anpassung trat mindestens so schnell nicht ein. 
Auch eine dreimalige Uberimpfung von Schizophyllum auf mit Armillaria- 
Filtrat versetzten Malzagar bewirkte keine Anpassung. 


3. Verhalten der Hyphen am Rande der Hemmzone. 


Am Rande einer Hemmzone wurde vielfach ein mehrere Millimeter breiter 
Luftmycelwall gebildet. Besonders deutlich war dies bei Schizophyllum commune 
am Rande der um Armillaria mellea vorhandenen Hemmzone. Die zuerst auf 
die Hemmzone auftreffenden Hyphen stellten das Wachstum ein und _ preBten 
Flissigkeitstrépfehen aus, anschlieBend wurde ihr Plasma grobkérnig und die 
Hyphen wuchsen auch spater nicht weiter, sondern starben ab!. Zum Teil waren 


"Das Absterben von Hyphen unter Einflu8 der Stoffwechselprodukte anderer 
Pilze beobachteten schon Rernuarpt (1892) und Wernpirna (1934). Letzterer 
benutzte das Auftreten des kérnigen Zellinhalts bei Rhizoctonia solani. als Kri- 
terium fiir das Absterben der Zellen beim Test fungicider Stoffe. 
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die Hyphenspitzen vorher angeschwollen, ahnlich wie es WrHMER (1913) bei 
Aspergillus fumigatus beschrieben hat. Von hinten wuchsen nun Hyphen zum 
Rande der Hemmzone nach, die sich stark verzweigten und am Rande der Hemm- 
zone einen Luftmycelwall bildeten, dessen Hyphen zum Teil parallel zum Rande 
der Hemmzone wuchsen (den Beginn der Ausbildung eines solchen Walls zeigt 
Abb. 6). Auf dem Luftmycelwall traten nach 1—2 Tagen viele wasserklare Gutta- 
tionstrépfchen auf, die sonst nur an 2—3 Wochen altem Mycel erscheinen!. Die 
spater an die Hemmzone herange- ' 
wachsenen Hyphen wurden nicht 
mehr abgetétet; sie wuchsen nach 
kurzer Hemmung langsam weiter. 
Wahrscheinlich wirkte der Hemmstoff in 
hoher Konzentration zunachst fungi- 
cid; spater, als Teile durch die zuerst 
herangewachsenen Hyphen oder durch 
beim Absterben derselben entstehende 
Stoffe inaktiviert worden waren, in niederer 
Konzentration fungistatisch. Da der 
Stoit in hoher Konzentration fungicid, Abb. 6. Beginn der Ausbildung eines Luft 
in niederer nur fungistatisch wirkt, be- raveciwalls aGnch Sohophyllum came 
weist die Tatsache, daB Mycelstiicke von (unten) am Rande der von Armillaria mellea 
Schizophyllum, die 48 Std in einer 10: 1 (oben) gebildeten Hemmzone. 
eingeengten Lésung von Armillaria gelegen 

hatten, nicht mehr auswuchsen; wohl aber — wenn auch langsamer als normal — 
solche, die die gleiche Zeit in eine nur 2:1 eingeengte Loésung gebracht waren. 


4. Die py-Verhiltnisse am Rande der Hemmzone. 


Das wachsende, junge Mycel der meisten Pilze sauert zunachst das- 
Substrat mehr oder weniger stark an, nach einiger Zeit jedoch wird die 
Reaktion des Mediums wieder alkalischer (PRESTON und McLEnNAN 
1948, Lutz 1948). Nach Rippet ist dies darauf zuriickzufitihren, daB die 
Reaktion des Mediums durch den Abbau der zunichst gebildeten 
organischen Sauren und die anschliefend eintretende Autolyse mit der 
Bildung von Ammoniak zum alkalischen Bereich hin verschoben wird 
(siehe auch RrereL und Beur 1935, Kisrer 1950). In den vorliegenden 
Versuchen zeigten sich am Rande der Hemmzone schon bei 2—3 Tage 
altem Mycel die Kennzeichen, die sonst erst in 3—4 Wochen alten 
Kulturen auftreten: Guttation, Absterben von Zellen. Es war nun die 
Frage, ob hier auch, wie in alten Kulturen, der pgy-Wert an diesen Stellen 
alkalischer wurde. 


Es ist jedoch schwierig, den py-Wert auf kleinen Komplexen in und am Rande 
der Hemmzone genau zu messen. Die tiblichen Farbindicatoren haben einen relativ 
groBen Umschlagsbereich, auferdem ist der Farbumschlag auf einem Substrat 
mit einer Eigenfarbe — wie es der Malzagar ist —— schlecht zu bestimmen. Es kam 
also nur eine elektrometrische py-Bestimmung in Frage. Dazu wurde die Mikro- 


1 Wine Steigerung der Guttation bei Mucor mucedo durch Einwirkung von athe- 
rischen Olen, die fiir den Pilz mehr oder weniger starke Gifte sind, beobachtete 


Kent (1937). 
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methode nach Korpatzkt (STEINER 1941), bei der der pqy-Wert mit der Chin- 
hydronelektrode gemessen wird, etwas abgewandelt. Um das px kleiner Fliissig- 
keitsmengen zu messen, saugte Korpatzki diese in eine Capillare ein, in die er 
die eine der Pt-Elektroden einfiihrte, an die er einen Chinhydronkrystall geklebt 
hatte. Da in dem hier vorliegenden Falle der py-Wert auf festem Substrat ge- 
messen werden sollte, kam ein Einsaugen nicht in Frage. Es wurde daher auf den 
Agar ein Tropfen mit Chinhydron gesittigten doppelt destillierten Wassers ge- 
bracht, in den die eine Elektrode eingefiihrt wurde. Um eine einwandfreie Sattigung 
des Tropfens mit Chinhydron zu gewahrleisten, wurde noch ein Chinhydronkrystall 
an die Elektrode geklebt. Die Messung erfolgte mit dem Ultraionographen nach 


Abb. 7. Hemmung des Wachstums von Schizophyllum commune durch das Filtrat von Armillaria 
mellea (in einem Loch in der Mitte der Agarplatte). 36 Std nach Versuchsbeginn, 


Wotrr-Korpatzki. Die Verbindung vom Tropfen zur Pufferlésung der Ver- 
gleichselektrode wurde durch einen mit konzentriertem KCl-Agar gefiillten Glas- 
heber hergestellt (Metzner 1951). Eine vergleichende Messung des py einer Malz- 
lésung mit Farbindicatoren, der Wasserstoffelektrode und mit der zuvor beschrie- 
benen Methode ergab tibereinstimmende Werte. Mit dieser Anordnung wurde nun 
der py-Wert in der von Armillaria mellea gegen Schizophyllum commune gebil- 
deten Hemmzone und am Rande derselben gemessen. Und zwar wurde das ein- 
geengte Filtrat von Armillaria wie in Kap. II, 2 in ein Loch gegeben, an das Schizo- 
phyllum heranwuchs. Wenn die Hemmung sichtbar eingetreten war (nach 24 bis 
36 Std) (Abb. 7), wurde die Messung durchgefiihrt. 

Die Ergebnisse der Messung bei einer normal wachsenden Pilzkolonie 
sowie in und am Rande der Hemmzone sind in Abb. 8 und 9 dargestellt. 
Jede Messung wurde einige Male auf ihre Reproduzierbarkeit gepriift. 
Bei dem normal wachsenden Mycel war in einer Zone vor den Hyphen- 
spitzen und unter den jiingsten Teilen des Mycels eine leichte Ansauerung 
festzustellen; das Substrat unter ailteren Mycelteilen reagierte alkalischer ; 
bei 2 Wochen altem Mycel stieg der py-Wert auf 6—6,5. Bei dem durch 
Armillaria-Antibiotika gehemmten Mycel trat in der Zone, in der die 
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Hyphen von Schizophyllum das Wachstum eingestellt hatten, eine relativ 


starke Verlagerung des py nach der alkalischen Seite ein. Das lat darauf 
schlieBen, dafi die Hyphen am Rande der Hemmzone einer Lysis unter- 


legen. Es kann sich dabei um Autolyse oder um eine lytische Wirkung im 
Filtrat von Armillaria vorhandener Stoffe handeln. 
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Abb. 8. pH-Werte am Rande einer normal wachsenden Kolonie von Schizophyllum commune. 
A = Agarplatte, P = Pilzmycel. Wachstumsrichtung von rechts nach links. 
Abb. 9. pH-Werte am Rande einer Schizophyllum-Kolonie, deren Wachstum durch das Filtrat von 
Armillaria gehemmt wird (24 Std nach Testbeginn). A = Agarplatte, P = Pilzmycel, ZL = Loch 
mit Filtrat. 


d. Wirkung verschiedener Hemmstoffmengen auf das Wachstum von 
Schizophyllum in Flissigkeitskultur. 


Ks soll nun noch die Frage geklart werden, ob die starke Verzweigung und ver- 
starkte Luftmycelbildung von Schizophyllum am Rande der durch Armillaria 
gebildeten Hemmzone nicht auf eine fordernde Wirkung kleiner Mengen des 
Hemmstoffs zuriickzuftihren sei. Dazu wurde Schizophyllum commune auf Nahr- 
lésung kultiviert, der Filtrat einer von Armillaria mellea zersetzten Nahrlosung 
zugesetzt war (Tab. 5). 


Tabelle 5. HinfluB verschiedener Mengen einer von Armillaria zersetzten Ndhrlésung 
auf das Wachstum von Schizophyllum commune. 


Filtrat der Naihrlésung von Mycelgewicht von 
Armillaria mellea Schizophyllum commune 
Verdiinnung 1: 1 0 mg 
Uy 0) 214+ 5 mg 
TeeLOO 285 + 23 mg 
1: 1000 321 + 11 mg 
Vergleich (norm. Nahrlos.) 335 + 19 mg 


Auch kleine Mengen des Hemmstoffs wirkten also nicht fordernd 
auf die Mycelbildung. Der Eindruck einer Forderung bei der Wallbildung 
kommt dadurch zustande, daB am Rande der Hemmzone das Luftmycel vermehrt 
wird, wahrend das Mycel im Agar zunachst nicht weiterwachst. 


6. Holz als Substrat im Mischtest. 


Brettchen von Buchensplintholz (70404 mm) wurden nach Sterilisation 
im Trockenschrank (14 Std bei 160° C)! durch Infiltration mit sterilem Wasser im 


Vakuum auf 50—60% Wassergehalt gebracht. Im Abstand von 5 cm voneinander 


1 Nach Scumrrz (1919) wird das Holz bei Sterilisation im Autoklaven verandert. 
Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 16. PAG 
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waren 2 Locher von 6 mm Durchmesser in die Brettchen gebohrt. Die Locher — 


wurden mit Pilzen beimpft, und dann kamen die Kulturen in Petrischalen in den 
Thermostaten bei 25° C. 
Das Verhalten der Pilze zueinander war im wesentlichen das gleiche 


wie auf Malzagar. In einigen Fallen traten aber auch kleine Abweichungen 
auf, und zwar immer erst im Grade des gegenseitigen Aufeinander- 
wachsens der Mycelien. So wurden z. B. Pholiota squarrosa und Favolus 
europaeus auf Malzagar und Holz in gleicher Weise in einigen Millimeter 
Entfernung durch Merulius lacrymans gehemmt und wuchsen beim 
Zusammentreffen auf Malzagar nicht weiter; auf Holz jedoch wuchsen 
Pholiota und Favolus 2—3 mm auf Merulius hinauf und stellten erst dann 
ihr Wachstum endgiiltig ein. Wo auf Malzagar anfangliche Hemmungs- 
zonen zu beobachten waren, traten sie auch auf den Brettchen auf. Die 
Pilze bildeten also auch auf Holz Antibiotika aus, die in die Umgebung 
diffundierten und nicht, wie WALLHAUSSER (1951b) es bei einigen Anti- 
biotika in Erde fand, durch Adsorption unwirksam wurden. Der Aus- 
bildung der Antibiotika kommt also zweifellos eine gewisse 
Bedeutung fiir die Okologie der holzzersetzenden Pilze zu. 


III. Das antibiotische Verhalten der Pilze zu Bakterien und Hefen. 


Bei den untersuchten Pilzen sind antagonistische Erscheinungen also recht 
haufig. Dadurch wurde die Frage nahegelegt, ob diese Pilze auch gegen Bakterien 
wirksame Stoffe bilden. Dariiber, da die Pilze vielfach gegen Bakterien wirksame 
Stoffe produzieren, sind an sich schon eine Anzahl von Untersuchungen gemacht 
worden (Lit. s. Hinleitung), sie gingen aber fast alle von medizinischen Gesichts- 
punkten aus und griinden sich auf Versuche mit Staphylococcus aureus und Bac- 
terium coli als 'Testorganismen. Auf die medizinische Praxis kam es bei den nach- 
stehenden Untersuchungen aber nicht an. 


1. Bakterien- und Hefenmaterial. 

Um ein Bild von der Wirkungsbreite der antibiotischen Stoffe der Basidiomyceten 
zu bekommen, wurden sowohl Gram-positive als auch Gram-negative Bakterien 
getestet, ebenso Sporenbildner. AuBerdem wurden 2 Hefen in den Test einbezogen 
und 4 Bakterienstiimme, die von einem von Armillaria mellea und Fomes igniarius 
bewachsenen Baumstumpf isoliert worden waren (Tab. 6), um zu sehen, ob sich 
derartige, vom natiirlichen Standort frisch isolierte Stiimme durch gréBere Re- 
sistenz auszeichnen. 


Tabelle 6. Higenschaften der 4 von einem Baumstumpf isolierten Bakterie nstémme 


Stamm oP scm Sporenbildung Golat * Koloniefarbe Yerheen 
Pirbung verfliissigung zum Sauerstoff 
| | 
R, +- — | ++ weil aerob 
B, = = wes 39 
By aff + — * FF 
B, “- — = ” oh) 


Im ganzen wurden folgende Organismen benutzt: Staphylococcus aureus, 
Proactinomyces ruber, Bacterium prodigiosum, Stamm B, bis B,, Bacillus mycoides, 
Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas pyocyanea, Pseudomonas 
tumefaciens, Sarcina lutea, Saccharomyces Jorgensen, Rote Hefe. 
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2. Methodik und Hemmzonenarten. 


Die antibiotische Wirkung der Pilzmycelien wurde im Vitaltest nach der 
von WILKINS und Harris (1943 und 1944a) und Wrikrys (1949) beschriebenen 
Methode untersucht. Zu handwarmem Agar (1 g Glucose, 1 g Pepton-Witte, 
0,8 g Probazit, 2 g gewasserter Fadenagar, 100 cm aqua bidest., py 7,0) wurde 
eine Ose bakterienhaltiger Fliissigkeit aus einer 24 Std alten Flissigkeitskultur 
hinzugegeben, gut durchmischt und in eine Petrischale gegossen. In die Mitte 
der Schale wurde in den erstarrenden Agar eine mit einem Korkbohrer von 9 mm 
Durchmesser aus einer Pilzkultur (auf Malzagar, 3 Wochen bewachsen) heraus- 
gestanzte Scheibe mit Pilzmycel gesetzt (Abb. 11); in vielen Fallen wurden 4 My- 
celien in der Nahe des Plattenrandes im Abstand von 5 em voneinander in die 
Schalen eingesetzt. Nach 24stiindigem Aufenthalt im Thermostaten bei 25° C wurde 
das Ergebnis abgelesen ; ein nennenswertes Wachstum des Pilzes hatte bis dahin nicht 
stattgefunden, es waren lediglich die von ihm gebildeten Stoffe in den umgebenden 
Agar diffundiert und hatten sich auf das Wachstum der Bakterien ausgewirkt. 


AuSerdem wurden auch noch Filtrate der Pilznahrlésungen nach dem 
Lochtest (FLEmMiInG 1946, Witkrns 1949) untersucht (Abb. 12). Dabei wurde 
in jedes Loch von 9 mm Durchmesser, das in den mit Bakterien versetzten Probazit- 
agar gestanzt worden war, mit einer Rekordspritze 0,1 cm® des Filtrats gegeben; 
es wirkte sich in der Umgebung des Lochs auf die Bakterienentwicklung aus. 

Bei den Testen ergab sich, das die Bakterien in verschiedener Weise durch die 
von den Pilzen ausgeschiedenen Stoffe beeinfluBt werden. So konnte eine Hem- 
mung des Wachstums, aber auch eine Foérderung eintreten. 

Bei einer Hemmung lieBen sich verschiedene Arten der Ausbildung der Hemm- 
zone unterscheiden (Abb. 10): 

H,: In der Nahe des Mycelstiicks oder des Lochs wuchsen keine Bakterien; 
der Rand der Hemmzone war nach aufen scharf begrenzt (Abb. 10 A, 11). 

H,: Wie H,, aber die gehemmte Zone ging nach aufen diffus in den normalen 
Bewuchs iiber (Abb. 10B). 

H,: Es war eine diffuse Hemmungszone vorhanden, in deren Mitte die Bakterien- 
kolonien zunachst klein blieben und langsam wuchsen, nach 2—3 Tagen grofen- 
teils aber nicht mehr gehemmt wurden; diese Zone ging nach aufen allmahlich 
in das Gebiet mit normalem Wachstum tiber (Abb. 10C). 


Eine scharf begrenzte Hemmzone (H,) zeigt an, daB der Stoff von einem be- 
stimmten Schwellenwert an eine gleichbleibende Wirkung besitzt; eine diffuse 
(H;), daB& die Wirkung wesentlich von der Konzentration des Hemmstoffs abhangt. 
Die Zone H, kann entweder dadurch zustande kommen, daB zwei Stoffe vor- 
handen sind, von denen der eine nicht so weit wie der andere diffundiert und 
unabhangig von der Konzentration das Bakterienwachstum hemmt (wie Hy), 
wihrend bei dem zweiten, weiter diffundierenden Stoff die Hemmung konzen- 
trationsabhangig ist; ebensogut kann aber auch nur ein Stoff fiir die Ausbildung 
der Hemmzone H, verantwortlich sein, der in hoher Konzentration das Bakterien- 
wachstum vollig verhindert und in niederer schwacht. 

Die Unterschiede in der Ausbildung der Hemmzonen sind also auf die Art der 
antibiotischen Substanzen und ihre Wirkungsweise zuriickzufiihren'. 


1 Binige der heute genauer bekannten Antibiotika lassen sich bereits nach der 
Art ihrer Hemmzone unterscheiden. Das gilt z. B. fiir die durch Penicillin und 
Notatin hervorgerufenen Zonen (KNOLL 1946). Weitere Moglichkeiten der Ent- 
stehung solcher Hemmzonentypen sind in der zur gleichen Zeit wie die vorliegenden 
Untersuchungen durchgefiihrten Arbeit von WaLtHAusser (1951a) ausfiihrlich 
diskutiert. Es soll daher hier nicht weiter darauf eingegangen werden. 

2'7* 
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Am Rande einer Hemmzone war in einzelnen Fallen eine Zone verstarkten 
Bakterienwachstums vorhanden. Diese Erscheinung soll als ,,Wallbildung*: be- 
zeichnet werden. Sie kommt dadurch zustande, daB entweder kleine Mengen des 
Hemmstoffs férdernd auf das Wachstum der betreffenden Bakterien einwirken 


os H, @ Hemmzone Hp zz oe Hs; 
mit Wallbildung mit Wallbildung mit Wallbildung 


G H J 
Forderungszone fy bed forderungszone fy 3:4 forderungszone f 


Abb. 10. Hemmzonentypen. Inn. Kreis: Loch mit Antibiotikum oder Mycelstiick. Die Zahlen bedeuten: 
Radius der Zone in Millimeter vom Rand des Loches bis zur Zone normalen Bakterienwachstums. 


(ArNptsches Gesetz, s. RrppEL-BAaLpEs 1947), oder daB auBer dem Hemmstoft 
auch noch ein weiter diffundierender Férderungsstoff vorhanden ist. Eine Wall- 
bildung konnte bei allen 3 Hemmzonentypen auftreten (Abb. 10D, E, F). 

In einigen Fallen trat lediglich eine Férderung des Bakterienwachstums durch 
die von den Pilzen ausgeschiedenen Stoffe auf. Es entstand dann entweder eine 
scharf begrenzte Zone (F,), in der das Bakterienwachstum gleichmaBig gefordert war 
(Abb. 10G) oder eine scharf begrenzte Férderungszone, die nach aufen diffus wurde 
(F,) (Abb. 10 H) oder eine diffuse Férderungszone (F;) (Abb. 10J). Die Griinde fiir 
das Entstehen dieser 3 Férderungszonentypen sind analog denen bei den Hemmzonen. 
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Tabelle 7. Vitaltest der Pilze gegen Bukterien und Hefen. 


Jestorganismen $ ; & 
c| S| 8] s/ & Ss 
Sl SSP SAS > 
SSIES esta litre 8 
SSS GS SSS beets Ql s 
S| S| SS] St § a SoS 

Pil S| §| S] 8] 8] sis o| S 

us SS SS 

i { 

roe 03 Ome 

2 Polyp. appl. 3 
~ 

3 Polyp. sult 

4 Polyp.squam. 

5 Polyp. gigant. 

6 Polyst vers. 

7 Polyst. vers,E| 

8 Fomes tom. 
bo 

9 Fomes ign. 


70 Daed. querc. 


11 Dead. unic. 


72 Fav. europ. 


73 Schiz. comm. 


1% Dermoc. spec. 
he Armill. mel. 
18 Phol. mut. 


le Phol. square 


20 Pho, spect. 


21 Panus site i 


22 Lep. cepaest | rey 


23 Xy/. polym. \ 


2mm Hemmzone Hy, 2 }2mm Hemmzone Hy 2_|2mmHemmzone H, 
2mm Hemmzone H, f Ww 2mm Hemmzone MH 2mm Hemmzone Hy 
6 6mm drerter Wall 6mm dreiter Wall 6mm bre/fer Wall 
2 |2mm/orderungszonef 2. |2mm forderungszone 


keine Beemflussung 


3. Vitaltest der Pilze gegen Bakterien wnd Hefen. 
Tab. 7 zeigt die Wirkungen der von den Pilzen ausgeschiedenen Stoffe 
auf die verschiedenen Organismen. In der senkrechten Reihe am linken 
Rand der Tabelle sind die Pilze angegeben, deren Wirkung gepriift wurde, 


2mm /orderungszone f 
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in der waagerechten Reihe am Kopf der Tabelle die Testorganismen. Die 
Ausbildung der Hemm- und Forderungszonen ist durch die in Abb. 10 
dargestellten Zeichen angegeben. Die Zahlen in den Feldern bedeuten den 
Radius der Hemmzone vom Rande des Mycelstiicks bis zu der Zone 
normalen Bakterienwachstums. So hemmte Polyporus giganteus das 
Wachstum von Proactinomyces ruber in einer Zone von 5 mm, die 
scharf begrenzt war (H,); Daedalea quercina hemmte das Wachstum von 
Bacillus mycoides in einer 2 mm breiten, scharf begrenzten Zone voll- 
kommen; an die Zone vollkommener Hemmung schloB sich eine 
5 mm breite Zone verstarkten Wachstums, ein ,,Wall*, an. 

In keinem Fall hemmte ein Pilz durchgehend alle zum Test heran- 
gezogenen Organismen (Tab. 7); auch die hemmende Wirkung gegen eine 
groBere Anzahl von ihnen war selten. Bei Daedalea quercina, Daedalea 
unicolor, Merulius lacrymans, Armillaria mellea und Schizophyllum 
commune hatten die Stoffe eine relativ groBe Wirkungsbreite. Sie waren 
in der Hauptsache gegen die grampositiven Bakterien (Staphylo- 
coccus aureus, Bacillus mycoides, Bacillus subtilis, Stamm B, bis By) 
wirksam, weniger gegen die gramnegativen (Bacterium prodi- 
giosum, Pseudomonas pyocyanea, Pseudomonas tumefaciens). Auf Unter- 
schiede in der Wirkung der Stoffe auf die verschiedenen Organismen 
weist die verschiedene Ausbildung der Hemmzonen hin (bei Daedalea 
quercina und Daedalea unicolor hauptsichlich vom Typ Hg, bei Merulius 
lacrymans, Armillaria mellea und Schizophyllum commune (Abb. 11) fast 
nur vom Typ H,). Diese Ausbildung verschiedener Hemmzonenarten 
gegen verschiedene Bakterien durch den gleichen Pilz JaBt darauf 
schlieBen, dai entweder nicht in allen Fallen der gleiche Stoff fiir die 
Hemmung verantwortlich war oder die Bakterien verschieden auf den 
gleichen Stoff reagierten. 

Hautig waren diffuse Forderungszonen ausgebildet; Polystictus 
versicolor, Polyporus squamosus, Fomes fomentarius und Polyporus 
sulfureus forderten das Wachstum vieler Bakterien; doch férderte, wie 
das auch bei den Hemmwirkungen zu bemerken war, niemals ein Pilz 
alle Testorganismen, so daf auch die Férderung auf Stoffe zuriick- 
zufiihren ist, die spezifisch auf die einzelnen Bakterien wirken, und 
keine allgemeine Nahrstoffwirkung vorliegt. Besonders deutlich wird 
diese Spezifitit durch die Tatsache, daB der gleiche Pilz auf das eine 
Bakterium einen wachstumshemmenden, auf ein anderes 
jedoch einen fordernden EinfluB ausiiben kann. So férderte 
Polystictus versicolor eine groBe Anzahl Bakterien, hemmte jedoch 
Staphylococcus aureus und Saccharomyces Jorgensen; Dermocybe hemmte 
Proactinomyces ruber und Staphylococcus aureus, forderte aber Stamm B, 
und beeinflufte alle anderen Organismen nicht. Ahnlich war es bei den 
meisten anderen Pilzen, 


— 
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In einigen Fallen trat eine deutliche Wallbildung im Anschluf8 an eine 
Hemmzone auf; solche Walle bildeten vor allem Bacillus mycoides und 
Bacillus subtilis unter dem KinfluB vieler Pilze. Als sehr empfindlich 
gegen die von den Pilzen ausgeschiedenen Stoffe erwiesen sich Staphylo- 
coccus aureus, Proactinomyces ruber, Bacillus mycoides, Bacillus subtilis 
und Stamm B,, wahrend Stamm B,, B, und B,, also drei von den vier 
frisch isolierten Stiimmen, erheblich weniger empfindlich waren. Bei 
ihnen war auch die Hemmzonenbreite in den meisten Fallen gering. 


Abb. 11. Abb. 12. 


Abb. 11. Wirkung eines Mycelstiicks (Vitaltest) aus einer 4 Wochen alten Kultur von Schizophyllum 
commune (in der Mitte der Platte). In einer scharf begrenzten Zone wichst der Testorganismus, 
Staphylococcus aureus, nicht. 


Abb. 12. Wirkung der Filtrate von Polyporus sulfureus (oben links), Panus conchatus (oben rechts), 
Pholiota squarrosa (unten rechts) und Polystictus versicolor (unten links). Testorganismus Bacillus 
mycoides. 


In einer Zone um Polystictus versicolor wurde besonders die Ausbildung des 
blaugrtinen Farbstoffs von Pseudomonas pyocyanea stark gefordert. Der Farbstoff 
trat hier bereits nach 24—36 Std intensiv auf, wahrend dies in anderen Kulturen 
erst nach 60—72 Std der Fall war. Polyporus giganteus und Polyporus sulfureus 
forderten zwar das Wachstum von Pseudomonas pyocyanea, beschleunigten jedoch 
die Farbstoffbildung nicht wesentlich. 

In einer Zone von 10 mm Radius um Lepiota cepaestipes farbte Pseudomonas 
pyocyanea nicht, wie gewohnlich, den Agar blaugriin sondern rotlich-violett. Auf 
diese Erscheinung wird unten (III, 5) noch kurz eingegangen werden. Doch sei 
hier schon gesagt, daB diese Zone unabhingig von der GréBe einer auftretenden 
Hemmzone war; die Zone der Rotfarbung war im vorliegenden Falle erheblich 
groBer als die Hemmzone. 


4. Test der Pilzfiltrate gegen Bakterien und Hefen. 

Die in Tab. 8 dargestellten Ergebnisse zeigen, da8 durch die Filtrate 
von den Pilzkulturen Hemmwirkungen viel haufiger auftraten als durch 
die Mycelien selbst (Vitaltest), vor allem bei Armillaria mellea, Schizo- 
phyllum commune und Polyporus sulfureus (Abb. 12). Dies spricht dafiir, 
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Tabelle 8. Test der Pilzfiltrate gegen Bakterien und Hefen. 
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da ein Hemmstoff in der Fliissigkeit angereichert worden ist. AuBerdem 
traten auch scharf begrenzte Hemmzonen (H,) viel haiufiger auf als im 
Vitaltest, waihrend vor allem die diffusen Hemmzonen vom Typ H, 
zuriicktraten. Auffallig ist, daB fast keine Forderungszonen, die im Vital- 
test so haiufig vorkamen, mehr zu bemerken waren; nur das Filtrat von 


2 mm Férderungszone & 
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Polystictus versicolor forderte Bacterium prodigiosum und Pseudomonas 
pyocyanea in einer groBen, scharf begrenzten Férderungszone. Im Vital- 
test war in beiden Fallen eine diffuse (F,) Forderungszone von erheblich 
geringerer Breite zu beobachten. Der wachstumsférdernde Stoff, der sich 
bei Polystictus versicolor in der Flissigkeitskultur angereichert hat, wirkt 
sehr spezifisch auf diese beiden Bakterien. Bei fast allen anderen Pilzen, 
um die sich im Vitaltest ziemlich haufig diffuse Forderungszonen (F,) 
bildeten, fehlten sie im Filtrattest. Es liegt die Vermutung nahe, daB die 
Hemmstoffe im Vitaltest in niederer Konzentration vorhanden waren und 
fordernd wirkten. Dann miiBte jedoch auch bei Priifung der Filtrate am 
Rande der Hemmzone eine Férderung auftreten, was jedoch nicht eintrat 
(Tab. 8). Die Férderung muB also im Vitaltest auf fordernde Stoffe 
zuruckgefiihrt werden, nicht auf die beim Test der Filtrate untersuchten 
Hemmstoffe in niederer Konzentration. In den Kulturfiltraten sind diese 
fordernden Stoffe entweder durch die Préparation zerstort oder in ihrer 
Wirkung durch die starker auftretenden Hemmstoffe iiberdeckt worden. 


Bei Polyporus giganteus, Pholiota spectabilis und Lepiota cepaestipes 
waren die Filtrate viel unwirksamer als die Mycelien im Vitaltest. Die 
Filtrate von Polyporus giganteus und Lepiota cepaestipes waren sogar 
gegen alle Bakterien wirkungslos. Bei Polyporus giganteus konnte zwar 
bei einem Versuch mit der unfiltrierten und uneingeengten Lésung eine 
antibiotische Wirksamkeit gegen Bacillus mycoides nachgewiesen werden ; 
dieses Antibiotikum wurde aber durch das Filtrieren und Einengen zer- 
stort+. 


Es ware nun noch die Frage zu beantworten, ob diejenigen Pilze, die 
auf andere Pilze stark antibiotisch wirkten, dies auch auf Bakterien taten. 
In vielen Fallen (bei Merulius lacrymans, Polyporus sulfureus, Daedalea 
quercina, Daedalea unicolor, Armillaria mellea und Pholiota mutabilis) 
war dies tatsaichlich der Fall; andere jedoch (Polyporus giganteus, 
Polystictus versicolor Kinspormycel, Pholiota squarrosa, Pholiota specta- 
bilis und X ylaria polymorpha) waren hauptsichlich gegen Pilze, und wieder 


1 Um zu priifen, ob die Hemmstoffbildung auf Holz ebenso stattfindet wie 
auf Malzagar, wurden Petrischalen mit sterilisierten Buchensdgespanen (60% 
Wassergehalt) mit den Pilzen beimpft. Nach 6wéchigem Wachstum bei 25° C 
wurden mit dem Korkbohrer Stiicke aus der Kultur herausgestochen und im 
Vitaltest (s. Kap. III, 2) gepriift. Der Versuch wurde mit Merulius lacrymans, 
Polyporus applanatus, Polyporus sulfureus, Polyporus giganteus, Polystictus ver- 
sicolor, Fomes fomentarius, Daedalea quercina, Daedalea unicolor, Favolus europzeus, 
Schizophyllum commune, Dermocybe spec., Armillaria mellea, Pholiota mutabilis 
und Xylaria polymorpha durchgefiihrt. Als Testorganismus diente Bacillus mycoides. 

Wenn die Pilze auf Malzagar ein Antibiotikum bildeten, so taten sie das im 
allgemeinen auch auf Holz. In 2 Fallen war dabei die Wirksamkeit gegen Bacillus 
mycoides etwas starker als auf Malzagar, meistens war es aber umgekehrt oder 
sie waren auf Holz und Malzagar gleich. 
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andere (Schizophyllum commune) in der Hauptsache gegen Bakterien 
wirksam (Tab. 9), eine Tatsache, die nach der in den vorhergehenden 
Kapiteln festgestellten Spezifitaét vieler Stoffe leicht einzusehen ist. 


Tabelle 9. Vergleich der Hemmwirkung der Pilze auf Pilze und Bakterien'. 


Zahl der von den links aufgefiihrten Pilzen 
gehemmten Organismen im 


ae Mischtest Vitaltest ) Filtrattest 
| Pilze | Bakterien | Pilze | Bakterien 

Abe Bgl Ae Si ee Ee 
Merulius lacrymans . 22 | 8 16 | 8 
Polyporus applanatus . 1 | 1 6 | 0 
Polyporus sulfureus . | 4 1 14 | 13 
Polyporus squamosus 14 0 9 | i 
Polyporus giganteus . | di | 5 Oy) | 0 
Polystictus versicolor =a 0 | 2 + 2 
Polystictus versicolor EK... . . | 2 | 3 8 1 
Fomes fomentarius 2 | 0) 

Fomes igniarius . 2 3 3 0 
Daedalea quercina . 7 12 15 | 8 
Daedalea unicolor . 3 10 15 | 8 
Favolus europaeus . 0 1 5 1 
Schizophyllum commune . 0 9 7 13 
Dermocybe spec. 5 2 7 Ni 
Armillaria mellea. ....... | 20 6 ll 9 
Pholiota mutabilis. | 9 1 15 Ua! 
Pholiota squarrosa 12 4 14 0) 
Pholiota spectabilis 9 3 6 ] 
PGONUSSCONCKAULS "aac at ie 0 | 0 ll 7 
Lepiota cepaestipes ...... 6 | 5 1 0 
Xylaria polymorpha. .... . 13 1 14 3 


1 Die Teste gegen Pseudomonas fluorescens und Sarcina lutea sind in den Er- 
gebnissen nicht enthalten, da sie im Vitaltest nicht gepriift wurden. 


5. Vertinderung der Farbe des von Pseudomonas pyocyanea gebildeten 
Farbstoffs unter Einwirkung der Pilzfiltrate. 


Hier sei noch kurz auf ein eigenartiges Verhalten des Farbstoffs von Pseudo- 
monas pyocyanea eingegangen, das uns von anderen Gesichtspunkten aus einen 
Kinblick in die Natur der von den Pilzen ausgesonderten Stoffe gewahrt. Der blau- 
griine Farbstoff trat namlich in der von Lepiota cepaestipes, Polyporus giganteus, 
Schizophyllum commune und Armillaria mellea beeinfluBten Zone nicht auf, sondern 
der Agar fiarbte sich hier rétlich bis violett. Das war sowohl beim Vitaltest wie — 
noch stirker — beim Lochtest der Kulturfiltrate zu beobachten. Bei anderen 
Arten, z. B. Favolus europaeus, blieb die Farbung voéllig normal. Zunichst trat 
ein rotlich gefarbter Hof auf, der sich mehr und mehr vergréRerte und nach etwa 
60 Std fast die ganze Platte einnahm. Nach 4—5 Tagen ging die Farbung langsam 
wieder in blaugriin tiber. Die Zone der Rotfarbung war unabhangig von den bei 
einzelnen Filtraten auftretenden Hemmazonen. 

Wahrscheinlich sind die Zusammenhange dabei folgendermafen: Nach WILL- 
STAEDT (1934) ist das oxydierte Pyocyanin rot und geht bei Reduktion zuniichst 
in die griine (semichinoide) Form und bei noch weiterer Reduktion in die farblose 
Stufe tiber. Jede dieser Stufen ist reversibel. Wahrscheinlich sind also in den 
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Filtraten der betreffenden Pilze oxydierende Stoffe vorhanden, die 
den Farbumschlag hervorriefen. Die Diffusion war gut an der sich vergréBernden 
Zone um die einzelnen Locher zu erkennen. Die spater (Kap. VII) untersuchten 
Polyphenoloxydasen sind dabei fiir die Oxydation nicht verantwortlich, denn um 
das Filtrat von Schizophyllum commune, bei dem keine Polyphenoloxydasen 
nachzuweisen waren, trat ein roter Hof auf, um dasjenige von Favolus europaeus, 
der Polyphenoloxydasen produziert, jedoch nicht. 


IV. Eigenschaften einiger Pilzfiltrate. 

Gewisse Riickschliisse auf die Natur der antibiotischen Stoffe lassen 
sich aus der Veranderung oder Aufhebung ihrer Wirksamkeit durch 
Neutralisation, Erhitzen und Oxydation ziehen; auferdem ist ihre Halt- 
barkeit tiber langere Zeit von gewisser Bedeutung. Mit diesen Punkten 
befassen sich die nachstehenden Versuche. 


1. Die Haltbarkeit der antibakteriellen Stoffe. 

Die Filtrate wurden wahrend 10 Wochen im Kihlschrank bei 2° C aufbewahrt. 
Thre volle Wirksamkeit hatten dann nur noch die Filtrate von Polyporus sulfureus, 
Schizophyllum commune und Dermocybe spec. (Tab. 10); bei den meisten anderen 
war eine mehr oder weniger groBe Abnahme der antibiotischen Aktivitat zu ver- 
zeichnen, die besonders stark bei Xylaria polymorpha war. Ein volliges Verschwin- 
den der Wirksamkeit trat allerdings in keinem Falle ein. 


Tabelle 10. Vergleich der antibiotischen Wirksamkeit der Pilzfiltrate im Lochtest 
(Filtrate 4:1 im Vakuum bei 30° C eingeengt) Testorganismus Bacillus mycoides’. 


fie Filtrat | Filtrat mit Filtrat 
Pilz pH ee 10 Wochen NaOH 30 min auf 
ne bei 2°C_ |neutralisiert|90° C erhitzt 
Merulius lacrymans. . . 4,3 3 2 2 2 
Polyporus applanatus . . 4,8 0 0 0 0 
Polyporus sulfureus. . . 4,7 8 8 8 4 
Polyporus squamosus . . 4,6 4 3 3 3 
Polyporus giganteus* 4,6 pees 1 0 0 
Polystictus versicolor ; 5,1 2 1 ] 1 
Polystictus versicolor E. . 5,9 0 0 0 0 
Fomes igniarius. . . . . 5,4 0 0 0 0 
Daedalea quercina. . . . 1,9 6 4 4 4 
Daedalea unicolor. .. . 2,0 4 2 1 J 
Favolus europaeus. . . . 5,3 0 ) 0 0 
Schizophyllum commune . 5,0 6 6 6 D 
Dermocybe spec. ... . 5,2 6 6 6 5 
Armillaria mellea. . . . 4,6 5 4 ay 4 
Pholiota mutabilis. . . . 4,9 13 11 11 11 
Pholiota squarrosa .. . 5,0 0 0 0 0) 
Pholiota spectabilis . . . 5,4 ) 0 0) 0 
Panus conchatus ... . 5,1 12 8) 9 6 
Lepiota cepaestupes .. . 4,7 0 0 0 0 
Xylaria polymorpha. . . 5,3 6 2 0 0 


* Nicht filtriert und nicht eingeengt. 


. 1 Die in der Tabelle angegebenen Zahlen bedeuten Millimeter Hemmzonenradius. 
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2. EinfluB des Neutralisierens. 

Bei den obigen Versuchen traten teilweise sehr niedrige py-Werte auf, so bei 
Daedalea unicolor 2,0 und Daedalea quercina 1,9; falls diese starke Ansaiuerung 
etwa der Grund fiir die Wachstumshemmung der Bakterien gewesen sein sollte, 
miiBte sie durch Neutralisation aufgehoben werden. Tatsachlich wurde dadurch 
die Wirksamkeit des Filtrats von Daedalea unicolor etwas geringer (Tab. 10), 
bei Daedalea quercina blieb sie aber auch nach Neutralisation in der gleichen Hohe 
bestehen. Es handelte sich hier also nicht um eine Wirkung der H-Ionen. Anderer- 
seits ist von vielen Antibiotika bekannt, daB sie nur im saueren Bereich bestandig 
sind, im neutralen oder alkalischen ihre Wirkung verlieren (WAKsMAN 1947, 
Lutz 1948, ROmpR 1947). Dies scheint bei Polyporus giganteus und Xylaria poly- 
morpha der Fall zu sein, denn die neutralisierten Filtrate besaBen keine anti- 
biotische Wirksamkeit mehr. In allen anderen Fallen trat durch Neutralisieren 
keine Veranderung der antibiotischen Wirksamkeit ein. 


3. KinfluB von Erhitzen. 

Um die Thermostabilitat der in den Pilzfiltraten vorhandenen antibakteriellen 
Stoffe-zu priifen, wurden diese wihrend 30 min auf 90° C erhitzt und anschlieBend 
getestet. 

Dabei biiBten nur die Filtrate von Merulius lacrymans, Polyporus squamosus, 
Polystictus versicolor, Daedalea quercina, Armillaria mellea und Pholiota mutabilis 
nichts von ihrer Wirksamkeit ein (Tab. 10); bei Polyporus sulfureus, Daedalea— 
unicolor, Schizophyllum commune, Dermocybe spec. und Panus conchatus war da- 
gegen eine mehr oder weniger starke Abnahme der Aktivitiét zu bemerken, die 
besonders stark bei Polyporus sulfureus und Panus conchatus war. In diesen Fallen 
ist es méglich, daB die zunachst getestete antibiotische Wirkung nicht nur auf 
einen Stoff zuriickgeht, sondern auf mindestens zwei Stoffe, von denen der eine 
thermostabil, der andere thermolabil ist. Sehr empfindliche Stoffe liegen bei 
Polyporus giganteus und Xylaria polymorpha vor; beide verloren ihre Wirksam- 
keit durch Erhitzen vollkommen. 


4. HinfluB der Oxydation. 

Bei Oxydation mit Kaliumpermanganat ergab sich folgendes: 

Armillaria mellea. Das braune Substrat entfarbte sich, und es bildete sich ein 
dichter, flockiger Niederschlag. Die antibiotische Wirksamkeit anderte sich dabei 
aber nicht. 

Schizophyllum commune. Das briunliche Filtrat (es handelt sich bei der braunen 
Farbe nicht um eine Farbstoffbildung durch Schizophyllum, sondern um die braune 
Farbe des Malzextrakts, der von Schizophyllum nicht entfarbt wird) verinderte 
seine Farbe nicht, auch die antibiotische Wirksamkeit blieb gleich. 

Merulius lacrymans. Die braune Farbe des Filtrats wurde etwas heller. Die 
antibiotische Wirksamkeit wurde erheblich geringer, verschwand jedoch nicht 
ganz (Hemmzonenradius normal 3 mm, oxydiert 1 mm). 

Polyporus giganteus. Das hellbraune Filtrat wurde farblos und verlor seine 
antibiotische Wirksamkeit véllig. 

Unter Einbeziehung einiger weiterer, vorstehend nicht erwahnter Priifungen 
lassen sich abschlieBend iiber einige der antibakteriellen Stoffe folgende Aussagen 
machen: 

Armillaria mellea. Das Antibiotikum verlor durch lingeres Stehen bei 2° C nur 
wenig von seiner Wirksamkeit; Neutralisation, Erhitzen und Oxydation beein- 
trachtigten seine Wirkung nicht. Nach Filtration durch Tierkohle war keine anti- 
biotische Wirksamkeit mehr festzustellen. 
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Schizophyllum commune. Das von Schizophyllum gebildete Antibiotikum behielt 
seine Aktivitat unverandert tiber langere Zeitdauer. Sie anderte sich auch nicht 
durch Neutralisation, wurde aber durch Erhitzen etwas verringert. Oxydation 
veranderte die Wirksamkeit nicht. 

Merulius lacrymans. Nach langerem Stehen wurde die Wirksamkeit etwas 
geringer, blieb dann aber auch bei Neutralisation oder Erhitzen gleich. Auch durch 
Autoklavieren trat keine Veranderung der Wirksamkeit ein. Durch Oxydation 
nahm die Aktivitat ab. 

Polyporus giganteus. Hier liegt ein sehr empfindlicher antibakterieller Stoff 
vor. Er wurde bereits durch Filtrieren und Einengen wirkungslos. Auch langeres 
Stehen bei 2° © minderte seine Aktivitat stark herab. Durch Neutralisation, Er- 
hitzen auf 90° C, Autoklavieren und Oxydation wurde er zerstort. 


V. Die Abhingigkeit der Produktion antibiotisch wirkender Stoffe 
einiger Pilze von der C- und N-Quelle. 


Von einer synthetischen Nahrlésung (0,075 g KH,PO,, 0,025 g K,HPO,, 0,05 g 
MgSO, x7 H,0, 0,01 g CaCl,, 2 Tropfen einer 28% igen FeCl,-Lésung, 100 y Vitamin 
B,, 100 cm? aqua bidest. mit variierten C- und N- Quellen) wurden 15 cm? in 100-cm3- 
ERLENMEYER-Kolben gefiillt. Um die Ubertragung von Substratspuren mit dem 
Agar des Impfstiicks zu vermeiden (FRres 1938), wurde in allen Fallen mit Luft- 
mycelflocken geimpft und zwar von Armillaria mellea, Polyporus giganteus, Meru- 
lius lacrymans und Pholiota mutabilis. Nach 4 Wochen Aufenthalt im Thermo- 
staten bei 25° C (Merulius bei 22° C) wurden die Nahrlésungen der Pilze durch 
Membranfilter Nr. 10 abfiltriert und diejenigen von Armillaria mellea und Pholiota 
mutabilis im Verhaltnis 10:1 eingeengt (im Vakuum bei 30° C); die Substrate 
von Merulius lacrymans und Polyporus giganteus wurden nicht eingeengt, das- 
jenige von Polyporus giganteus auch nicht filtriert, da nach den in Kap. III be- 
schriebenen Untersuchungen der Hemmstoff dadurch inaktiviert wiirde; die 
Lésung wurde statt dessen durch Zentrifugieren weitgehend zellfrei erhalten. Die 
Lésungen wurden dann gegen Bacillus mycoides nach der Lochtestmethode ge- 
priift. Als MaB fiir die antibiotische Wirksamkeit ist in den nachfolgenden Tabellen 
der Radius der Hemmzone in Millimeter benutzt und dahinter der Typ der Hem- 


mung (Kap. III) angegeben. 
1. Abhingigkeit von der C-Quelle. 


Als C-Quellen wurden benutzt: Glucose, Fructose, Rohrzucker, losliche Starke, 
Cellulose und Glycerin, weiterhin vergleichsweise eine 5%ige Malzextraktlosung 
und Buchenholzsagespane. Letztere wurden bei 160° C im Trockenschrank sterili- 
siert und der Stammlésung erst nach dem Autoklavieren zugegeben. Als N- Quelle 
wurde auBer bei Malzextrakt und Holz, bei denen nur die mineralische Lésung 
gegeben wurde, 0,5 g Pepton-Witte auf 100 cm’ Lésung zugefiigt und der py-Wert 
auf 5,5 eingestellt. Bei einer organischen N-Quelle, wie bei den Aminoséuren 
des Peptons, kénnen allerdings Teile auch als C- Quelle benutzt werden, doch sind 
diese im Vergleich zu der Menge der zugegebenen C-Quelle gering'. Hine anor- 
ganische N- Quelle wurde hier deshalb nicht benutzt, weil die meisten Pilze den 
anorganischen Stickstoff zu schlecht verwerten kénnen (BAVENDAMM 1939). 

Das Mycel-Trockengewicht konnte auf Sagespinen sowie auf Cellulose (ge- 
wasserter Zellstoff) nicht bestimmt werden, da eine Trennung des Mycels vom 
Substrat nicht méglich war; nur bei Armillaria war die Bestimmung des Mycel- 


1 Nach Hamapa (1940) besitzt Armillaria mellea nicht die Fahigkeit, Pepton 
als C-Quelle zu benutzen. 
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Tabelle 11. Verhalten einiger holzzersetzender Basidiomyceten ber verschiedenen 
O-Quellen und 0,5%, Pepton* nach 4wéchiger Kultur bei 25° C; antibiotische Wirk- 
samkeit in Millimeter Hemmzonenradius gegen Bacillus mycoides. 


i 


Trok- | Antib, | Hemm- Farbe der Nahrlésung 
Pilz C- Quelle pH ken- Wirks. | zonen- 

iors wa typ vorher nachher 

mg 

3s 5% Malzextrakt | 4.7 512 | 25 H, | braun schw. braun 
m 2% Glucose . . 4,8 293 5 H, | farblos braun 
=) 3295 Eructoses aa). dau 241 5 H, | schw. gelb braun 
‘= 2% Rohrzucker | 6,0 54. 0) a farblos dunkelbraun 
3 2% losl. Starke 5,0 L725 — | farblos dunkelbraun 
"= 20 Cellulose. . | 6,0 44 | 16 H, | farblos dunkelbraun 
= 2% Glycerin... 5,0 207 6 — | farblos dunkelbraun 
"20 Sagespiine . | 5,8 6 H, | farblos braun 
3 5% Malzextrakt | 4.6 388 5 H, | braun schw. braun 
S 2% Glucose. . | 4,5 aA | + H, | farblos farblos 
Sf 2% Fructose. . | 4,5 216 + H, | schw. gelb | schw. gelb 
‘S 2% Rohrzucker 5,5 116 1 H, | farblos farblos 
3 2% losl. Starke. | 4,6 78 15 \— He.) tarblos farblos 
3 2% Cellulose. . | 5,7 farblos farblos 
> 2% Glycerin. . | 4,6 | 242 BH; farblos farblos 
is 2% Sagespane . Osh 2 | H, | farblos schw. braun 
% 5% Malzextrakt | 4,1 156 3 H, | braun braun 
S$ 2% Glucose . 2,3 a ahi) H, | farblos stark gelb 
> 2% Fructose. 2,3 50°) 11 H, | schw. gelb | stark gelb 
8 2%, Rohrzucker 5,7 12 0 — farblos farblos 
"a 2% ldsl. Starke. | 2,5 77 5 H, | farblos gelb 
& 2% Cellulose . 5,6 0,5 | H, | farblos farblos 
= 2%, Glycerin . 5,8 16 O° |.— | farblos schw. gelb 
SS 2% Sagespine .| 5,6 0.5 H, | farblos farblos 
« 5% Malzextrakt | 5,2 106 7 H, | braun farblos 
= 2% Glucose * 5,2 132 16 H, | farblos gelbbraun 
= 2% Fructose . 53 129 13 H, | schw. gelb | gelbbraun 
= 2% Rohrzucker 5,8 11] 10 H, | farblos | braun 
3 2% losl. Starke 5,0 212 7 "1s H, | farblos gelbbraun 
:S 2% Cellulose . 5,8 ie H, | farblos braun 
s 2% Glycerin . 5,4. 144 18 H, | farblos gelbbraun 
a 2% Siagespiine . | 4,8 10°} Hi, | farblos gelbbraun 


* Bei Malzextrakt und Sagespinen wurde keine N-Quelle zugegeben. 


gewichts auch auf Cellulose méglich, da dieser Pilz auf einer nach WaksMAN (1927) 
praparierten Cellulose’ wuchs. Die anderen Pilze wuchsen darauf nicht, da sich 
die Cellulose leicht am Grunde des Kolbens absetzt und die anderen Pilze im 
Gegensatz zu Armillaria, die viel submerses Mycel und Rhizomorphen bildet, 
nur an der Oberfliche wachsen. 


Kinzelheiten der Versuchsergebnisse sind aus Tab. 11 zu entnehmen. 


1 In Kupferoxydammoniak geloster Zellstoff, der mit HCl gefallt und durch 
5tigiges Wassern von den Kupferspuren gereinigt wurde. 
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Bei Armillaria mellea und Merulius lacrymans lag eine grundsatzliche 
Abhangigkeit der Produktion antibiotischer Substanzen von der Art der 
C-Quellen vor. So wurde von Armillaria auf Rohrzucker, Starke und 
Glycerin kein Hemmstoff erzeugt, von Merulius nicht auf Rohrzucker 
und Glycerin. Wenn auch bei Polyporus giganteus und Pholiota mutabilis 
keine grundsatzliche Abhangigkeit der Produktion eines Antibiotikums 
von der C- Quelle zu erkennen war, so war doch auch hier die Aktivitit je 
nach der gebotenen C- Quelle recht verschieden. Kine Abhingigkeit der 
antibiotischen Wirksamkeit vom End-py und von der Mycelmenge war 
nicht zu erkennen. Ordnen wir bei den verschiedenen Pilzen die C- Quellen 
nach ihrer Giinstigkeit fiir die Erzeugung eines Hemmstofts, so ergibt 
sich folgende Reihenfolge : 

Armillaria mellea: Malzextrakt > Cellulose > Holz > Glucose = Fruc- 
tose. 

Polyporus giganteus: Malzextrakt > Glucose = Fructose > Holz > 
Starke > Rohrzucker = Glycerin. 

Merulius lacrymans: Fructose > Glucose > Stiirke > Malzextrakt > 
Holz = Cellulose. 

Pholiota mutabilis: Glycerin > Glucose > Cellulose > Fructose > 
Starke > Holz = Rohrzucker > Malzextrakt. 


2. Abhdingigkeit von der N-Quelle. 


Da sich bei allen vier untersuchten Pilzen Glucose als relativ giinstig 
fiir die Produktion eines Antibiotikums erwiesen hatte, wurde sie in den 
folgenden Versuchen als C- Quelle benutzt. Als N- Quelle dienten Pepton, 
Ammontartrat, NH,NO, und Ca(NO,),. Die Ergebnisse sind in Tab, 12 
zusammengestellt. 

Bei Polyporus giganteus war der Hemmungstyp je nach der N- Quelle 
verschieden. Die Filtrate des auf Malzextrakt und Ammontartrat ge- 
wachsenen Pilzes verursachten eine scharf begrenzte Hemmzone (H,), die 
von NH,NO,, Ca(NO,). und Holz dagegen eine vom Typ H, und das 
Filtrat des auf Pepton gewachsenen Pilzes eine solche vom Typ Hy. 
Danach ist es also wahrscheinlich, da die Hemmung nicht in allen Fallen 
auf das gleiche Antibiotikum zuriickzufiihren ist, sondern daf auf den 
verschiedenen N- Quellen auch verschiedene Hemmstoffe erzeugt werden. 
Ahnliches ist auch schon von Penicillium bekannt, das einerseits Peni- 
cillin erzeugt, das eine Zone vom Typ H, gibt, und andererseits Notatin 
mit einer Hemmzone vom Typ H,. Beide Stoffe kénnen gleichzeitig in der 
Nahrlésung verschiedener Penicilliwm-Arten vorkommen, das Verhaltnis 
der beiden Stoffe kann durch verschiedene Nihrlosung verandert werden 
(WETTSTEIN 1946). 

Alle vier untersuchten Pilze bildeten auf den untersuchten N- Quellen 
(organischen wie anorganischen) zum Teil stark wirksame Hemmstofte. 
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Fiir die Giinstigkeit der N-Quellen fiir die Erzeugung von Hemmstoffen 
ergeben sich folgende Reihenfolgen: 

Armillaria mellea: Malzextrakt > NH,NO, > Ca(NO,), > Holz > Pep- 
ton > Ammontartrat. 


Tabelle 12. Verhalten einiger holzzersetzender Basidiomyceten bei verschiedenen 
N-Quellen und 2% Glucose! nach 4wéchiger Kultur bei 25° C; antibiotische Wirk- 
samkeit in Millimeter Hemmzonenradius gegen Bacillus mycoides. 


harks Farbe der Nahrlésung 
Pilz N- Quelle pH en | Wirks. | zonen- 
a a aa typ vorher nachher 
S 5% Malzextrakt | 4,7 | 512 | 25 H, | braun schw. braun 
S  0,5% Pepton. . | 4,8 | 293 5 H, | farblos braun 
S 
=  9,5% Ammon- 
§ tartrat. . | 4,5 71 3 H, | farblos schw. gelb 
 0,6% NH,NO,. | 4,8 80 | 18 H, | farblos schw. gelb 
= 055% Ca(NO,),. | 5,4 33 | 12 H, | farblos farblos 
“ 2% Sagespane . | 5,8 6 H, | farblos braun 
5% Malzextrakt | 4,6 | 388 | 5 H, | braun farblos 
Bw 0,5% Pepton. . | 4,5 | 221 4 H, | farblos farblos 
§ 5 0,5% Ammon- 
<5 tartrat. . | 3,6 | 163 6 H, | farblos gelb 
« ‘= 0,5% NH,NO, . | 3,8 33 5 H, | farblos farblos 
0,5% Ca(NOsz), Bee 134 5 H, | farblos ‘| gelb 
2% Sagespiine . | 5,7 2 H, | farblos schw. braun 
5% Malzextrakt | 4,1 156 3 H, | braun braun 
~ » 0,5% Pepton. . | 2,3 54 6 H, | farblos stark gelb 
Ss R 0,5% Ammon- 
= > tartrat. . | 2,5 65 + H, | farblos stark gelb 
= § 0,5% NH,NO, . | 2,5 53 1,5 | H, | farblos farblos 
705% Cat NOs) ou) 12,5 48 2 H, | farblos farblos 
2% Sagespine . | 5,6 0.5 | H, | farblos farblos 
ss 5% Malzextrakt | 5,2 | 106 7 H, | braun farblos 
 0,5% Pepton. .| 5,2 | 182 | 16 H, | farblos | gelbbraun 
y 0,5% Ammon- 
. tartrat. . | 4,1 166 5 H, | farblos farblos 
SS  .0,5% NH,NO, . | 4,2 43 | 16 H, | farblos farblos 
S  0,5% Ca(NO,).. | 5,6 33-112 H, | farblos farblos 
A, 2% Sigespine . | 4,8 10 H, | farblos farblos 


? Bei Malzextrakt und Sagespinen wurde keine Glucose zugesetzt. 


Polyporus giganteus: Ammontartrat > NH,NO, = Ca(NO,), = Malz- 
extrakt > Pepton > Holz. 

Merulius lacrymans: Pepton > Ammontartrat > Malzextrakt > 
Ca(NO,), > NH,NO, > Holz. 


Pholiota mutabilis: Pepton = NH,NO, > Ca(NO,), > Holz > Malzex- 
trakt > Ammontartrat. 
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3. Abhdngigkeit von der Konzentration der C-Quelle. 

Die Versuche wurden nur mit Glucose und mit nur zwei Pilzen (Poly- 
porus giganteus und Merulius lacrymans) durchgefiihrt. Als N- Quelle 
wurde bei Polyporus giganteus 0,5°% Ammontartrat, bei Merulius 
lacrymans 0,5%, Pepton gegeben. Die Konzentration der Glucose betrug 
ate CTPA Er hele Bea KU Ae 

In beiden Fallen stieg die Hemmstoffproduktion mit zunehmender 
Konzentration der C- Quelle, und zwar bis 2 % (Abb. 13); sie wurde dann 
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Abb. 13. Abhangigkeit der antibiotischen Wirksamkeit der Nahrlésung von Polyporus giganteus 
und Merulius lacrymans — — — von der Glucose-Konzentration der Nahrlésung. 


auch bei 5% Glucose nicht mehr groSer. Dieser Verlauf der Kurve lift 
vermuten, da hier ein Minimumfaktor, eventuell die N-Quelle, ein 
weiteres Ansteigen der Produktion des Antibiotikums verhindert hat. 


4. Beziehung zwischen der Antibrotikum- Produktion und der Ausbildung 
eines gelben Farbstoffs bei Merulius lacrymans. 


Von vielen Antibiotika ist bekannt, daB sie mit gewissen von den Organismen 
gebildeten Farbstoffen identisch sind (Actinorhodin | Brockmann und Print 1947], 
Polyporsiure [ROmER 1947], Actinomycin [Brockmann und GRUBHOFER 1949] 
und andere). Auch bei den vorstehend geschilderten Versuchen tiber den EinfluB 
der C- und N- Quelle auf die Erzeugung von Antibiotika durch Merulius lacrymans 
fiel auf, daB diejenigen Lésungen, die die starkste antibiotische Aktivitat auf- 
wiesen, stark gelb gefarbt waren, wihrend die Lésungen, die nur eine schwache 
Aktivitat besaBen oder wirkungslos waren, nur schwach gelb oder farblos waren 
(s. Tab. 11 u. 12). Die Natur des durch Merulius lacrymans erzeugten gelben Farb- 
stoffs ist allerdings noch unbekannt. 

Es galt also, den Pilz einerseits an der Farbstoffbildung zu hindern und anderer- 
seits auf der gleichen Nahrlésung zu starker Farbstoffbildung anzuregen und dann 
die antibiotische Aktivitat der beiden Lésungen zu vergleichen. Die Bedingungen, 
die zu einer Farbstoffbildung bei Merulius lacrymans fihren, sind allerdings noch 
nicht genauer bekannt (WEHMER 1912), doch wird der Farbstoff in manchen 
Fallen durch Infektion mit anderen Organismen hervorgerufen. Diese Methode 
war hier natiirlich unbrauchbar. Hs stellte sich im Laufe der Versuche aber heraus, 
da® die Kulturen im Tageslicht schon nach kurzer Zeit stark gelb wurden, wahrend 
im Dunkeln gewachsenes Mycel weiB blieb und die Nahrlosung nur ganz schwach 
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farbte!. Bei Untersuchung der Wirksamkeit der verschieden gefarbten Loésungen 
gegen Bacillus mycoides lie sich aber kein Unterschied in der antibiotischen 
Wirkung feststellen. 

Das von Merulius lacrymans erzeugte Antibiotikum ist also nicht mit 
dem in den Kulturen auftretenden gelben Farbstoff identisch. 


VII. Der zeitliche Verlauf des Auftretens von antibiotischen Stoffen 

in Pilzkulturen. 

Teste des 1 Woche alten Mycels von Schizophyllum commune zeigten 
noch keine Hemmwirkung auf Bacillus mycoides und andere Bakterien. 
Kine 4 Wochen alte Kultur jedoch hemmte verschiedene Bakterien stark. 
Der antibiotische Stoff scheint demnach erst von alterem Mycel, vielleicht 


Abb. 14. Mit Indigocarmin versetzte Agarplatte zum Test auf die Anwesenheit reduzierender Sub- 
stanzen. Daedalea quercina (rechts) hat das Indigocarmin in weitem Umkreis entfairbt, Pholiota 
mutabilis (links) nur wenig. 


erst bei beginnender Autolyse einzelner Hyphen, gebildet zu werden. Um 
die Anderung der antibiotischen Aktivitat mit dem Alter auch bei anderen 
Pilzen zu priifen, wurden verschiedene Pilze 8 Wochen lang in regel- 
maBigem Abstand auf ihre antibiotische Wirksamkeit gegeniiber Bacillus 
mycoides untersucht. 


Mit einem Korkbohrer wurden alle 7 Tage Stiicke von 9 mm Durchmesser 
aus den Kulturen (auf Malzagar) herausgestochen und in die Testplatten, wie in 
Kap. III, 2 beschrieben, eingesetzt. Um einen eventuellen Zusammenhang der 
Produktion antibiotischer Substanzen mit dem Auftreten der von Lurz (1926) 
erwahnten reduzierenden Stoffe und mit den fiir die Bildung von Farbstoffen 
wichtigen Polyphenoloxydasen (viele Farbstoffe mit Phenolcharakter, z. B. die 
Polyporsiure [ROMER 1947], wirken antibiotisch) zu priifen, wurde das Vorhanden- 
sein dieser Substanzen in einem besonderen, dem Lochtest gegen Bakterien ahn- 
lichen Verfahren untersucht. 


Zum Erkennen reduzierender Substanzen wurden Agarplatten mit 0,015% 
Indigocarmin versetzt und ein Stiick aus der Pilzkultur hineingesetzt. Bei An- 
wesenheit reduzierender Substanzen wurde der Agar in einem gewissen Umkreis 
um das Myecelstiick entfarbt (Abb. 14). Der Radius der Entfarbungszone gibt 
einen relativen Mafstab fiir die Menge reduzierender Substanzen, die von den 


Pilzen gebildet wurden. Der Nachweis von Polyphenoloxydasen wurde in 


‘ Ob diese Beeinflussung mit der von HorrMaNn (1910) beobachteten Hemmung 
des Wachstums von Merulius lacrymans und anderen holzzersetzenden Pilzen 
durch das Licht zusammenhangt, soll hier nicht naher erértert werden. 
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ahnlicher Form gefithrt. Der Agar wurde hier mit 0,5% Tannin versetzt (BAvEN- 


DAMM 1939). Ein brauner Ring um das Myecelstiick zeigt die Anwesenheit von 
Polyphenoloxydasen an (Abb. 15). Das Ablesen der Ergebnisse erfolgte jeweils 
nach 24 Std. ; 

Das zeitliche Auftreten von Hemmstoffen war bei den einzelnen 
Pilzen sehr verschieden. So bildeten junge Kolonien von Armillaria 
mellea bereits bei einem Durchmesser von 2—3 mm Hemmstoffe aus, die 
das Wachstum von Basidiomyceten, 
Bakterienundauch Penicilliumkolonien 
hemmten. Schizophyllum commune, 
Polystictus versicolor und einige andere 
Pilze bildeten Hemmstoffe erst in 
alteren Kulturen aus. Die Abb. 16—23 
zeigen das antibiotische Verhalten 
einiger Pilze wahrend der 8 wochigen 
Untersuchungsdauer. 

Nach dem Auftreten antibiotischer 
Stoffe in den Kulturen kann man drei 
groBe Gruppen von Pilzen  unter- 
scheiden: 


3 Writer ‘ d Abb. 15. Mit Tannin versetzte Agarplatte 
1. Die antibiotische Wirkung tritt zum Test auf die Anwesenheit von Poly- 


: . 2 phenoloxydasen. Um Pholiota mutabilis 
schon bei dem june noch wachsenden (oben links) ist eine breite braune Farb- 


Mycel auf. Die Menge des Stoffes zone | entstanden, kleinere Zonen um 
(eventuell auch die Art) wechselt —ignierine (anton rechts), Keine Brauntir. 
wihrend der 8 Wochen, doch ist eine bung um Daedalea quercina (oben rechts). 
Aktivitaét wahrend der ganzen Zeit vor- 

handen (Armillaria mellea, Polyporus giganteus, Merulius lacrymans, 
Daedalea quercina und Daedalea unicolor ). 

2. Antibiotische Stoffe treten erst in gr6Berem Alter der Kultur auf; 
ihre Wirkung kann dann 

a) auch weiterhin bestehen bleiben (Schizophyllum commune, X ylarva 
polymorpha und Panus conchatus), oder 

b) sie verschwindet nach kurzer Zeit wieder (Polyporus sulfureus, 
Polystictus versicolor, Pholiota spectabilis, Pholiota mutabilis und Dermo- 
cybe spec.). 

3. Weder das junge noch das altere Mycel scheidet einen antibiotischen 
Stoff aus (Polyporus applanatus, Favolus europaeus ). 

Die Kurven iiber die antibiotische Wirksamkeit und diejenigen fiir 
Polyphenoloxydasen und fiir reduzierende Substanzen liefen niemals 
gleichsinnig. Es kénnen also héchstens indirekte Zusammenhange 
zwischen den Polyphenoloxydasen sowie den reduzierenden Substanzen 
und der antibiotischen Wirkung bestehen. Ob es sich bei den auftretenden 
Antibiotika um nicht mehr verwertbare Stoffwechselendprodukte 

28* 
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handelt, ist nicht zu entscheiden. Dies ware gut méglich bei denjenigen 
Pilzen, bei denen die Aktivitat wahrend der ganzen Zeit vorhanden war. 
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Abb. 16. Armillaria mellea. Breite der im Lochtest gegen Bac. mycoides gebildeten Hemmzone —-—— 
der Briiunungszone des Tannins durch Polyphenoloxydasen — — — — und der Entfairbungszone 
des Indigocarmins durch reduzierende Substanzen - im Verlauf des Versuchs. 
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Abb. 17. Wie Abb. 16, jedoch fiir Polyporus giganteus. 


10 


\ 
| 
| 


sieeehe Ts 


+ 


& 


Any 


Zonenbreite 


4 ‘Antibiot 


3 
Versuchsdauver Wochen 
Abb. 18. Wie Abb. 16, jedoch fiir Daedalea quercina. 
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Abb. 19. Wie Abb. 16, jedoch fiir Schizophyllum commune, 


Bei anderen, bei denen nur innerhalb einer kurzen Zeitspanne eine anti- 
biotische Wirksamkeit eintrat, sind diese Stoffe vielleicht sehr labil und 
verlieren nach einiger Zeit von selbst ihre Wirksamkeit; es kann sich in 
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diesem Falle aber auch um Stoffe handeln, die der Pilz nach einiger Zeit 
weiterverarbeiten kann, also nicht um End- sondern um Intermediir- 
produkte. 
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Abb. 20. Wie Abb. 16, jedoch fiir Polystictus versicolor. 
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Abb. 21. Wie Abb. 16, jedoch fiir Pholiota mutabilis. 
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Abb. 22. Wie Abb. 16, jedoch fiir Polyporus applanatus. 
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Abb. 28. Wie Abb. 16, jedoch ftir Favolus europaeus. 


Besprechung der Ergebnisse. 


In den vorstehenden Versuchen hat sich ergeben, daB bei den holz- 
zersetzenden Basidiomyceten ein Antagonismus stark ausgepragt ist. 
Dies bestatigt die Ergebnisse von HarpEr (1911), der gefunden hat, daf 
sich nicht nur Penicillium- und Aspergillus-Arten, sondern auch Basidio- 
myceetn auf Agar in Mischkulturen hemmen kénnen. In unseren Ver- 
suchen war in 67,2% der Fille eine Beeinflussung nach Typ I und If zu 
beobachten (Abb. 4). Vergleicht man damit die von WALLHAUSSER 
(1951a) gefundenen Ergebnisse an aus dem Boden isolierten Ascomyceten 
und Mucorineen (Beeinflussung in 57,8% der Faille), so ergibt sich, daB 
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die antagonistischen Erscheinungen bei den Basidiomyceten etwa in der 
gleichen GréBenordnung liegen. 

Dariiber, ob antibiotische Stoffe auch fiir die Okologie holzzersetzender 
Basidiomyceten Bedeutung haben kénnten, sind bisher keine systema- 
tischen Untersuchungen angestellt worden, da fast alle Versuche, aus 
Basidiomyceten antibiotische Stoffe zu gewinnen, auf die Méglichkeit der 
Anwendung in der Medizin gerichtet waren. 


Auf die Méglichkeit, daB von Ascomyceten und Bakterien erzeugte Antibiotika 
das Wachstum von holzzersetzenden Basidiomyceten beeinflussen kénnen, weisen 
die Untersuchungen von Enggo (1949) und BJORKMAN (1949) hin, die feststellten, 
daB einige Penicillium- und Aspergillus-Arten sowie eine Anzahl anderer aus dem 
Boden isolierter Mikroorganismen das Wachstum des Wurzelporlings (Polyporus 
annosus) auf kiinstlichem Substrat hemmen. Uber die Verhiltnisse auf natiir- 
lichem Substrat liegen jedoch keine sicheren Ergebnisse vor. Doch sind von 
mikrobiologischer Seite schon mehrere Untersuchungen dariiber durchgefiihrt, 
ob sich die verschiedenen, auf kiinstlichem Substrat stark antagonistisch wir- 
kenden Mikroorganismen auch im Erdboden genau so oder ahnlich verhalten. Dies 
wurde in einigen Fallen bestitigt, in anderen wiederum nicht (s. WAKSMAN 1947). 
Ahnliche Wirkungen wie in der Kultur hat man bei Penicilliwm-Arten im 
Boden festgestellt. So fiihrt Rayner (1945) die Toxizitit gewisser Heidebéden 
darauf zuriick, da die Penicilliwm-Arten das Wachstum der mycorhiza- 
bildenden Basidiomyceten hemmen und dadurch die Vegetation beeinflussen 
(Wirkungen von Phycomyceten auf das Pflanzenwachstum nimmt auch ReEIN- 
BOLDT [1951] an) und GrossBarD (1948) hat gefunden, daB Penicillium patulum, 
das auf synthetischem Nahrboden stark antibiotisch auf viele Bakterien einwirkt, 
dies auch in mit autoklaviertem frischem Weizenstroh versetztem Boden tut, auf 
faulem Stroh jedoch nicht. Das weist darauf hin, da8 die Ernihrungsbedingungen 
fiir die Erzeugung der Antibiotika von besonderer Wichtigkeit sind!. Aber auch 
wenn Antibiotika im Boden erzeugt werden, brauchen sie nicht in allen Fallen 
eine groBe Rolle zu spielen, da sie durch Adsorption an Bodenpartikel gebunden 
und dadurch unwirksam werden kénnen (WALLHAUSSER 1951 b). AuBerdem kénnen 
sie durch andere Mikroorganismen zerstért werden (WINTER 1950). Nun sind die 
Verhaltnisse auf Holz natiirlich nicht die gleichen wie in Erde. Auf Holz sind die 
Ernahrungsbedingungen viel spezieller aber auch homogener als im Ackerboden. 
Auch ist die Zahl der Organismenarten, die einen solechen Standort zuerst zu 
besiedeln vermégen, schon geringer als beim Erdboden. DaB sich aber bei einer 
Besiedlung von Holz durch mehrere Organismen diese hemmen kénnen, stellte 
RENNERFELT (1938) bei Beobachtungen an schwedischem Holzschliff fest. Dort 
verhielten sich vor allem Penicillien zu Torula-Arten stark antagonistisch. Als 
Hinweis darauf, da auch bei Basidiomyceten auf Holz ein Antagonismus auf- 
tritt, kénnte eine bei GRAMBERG (1939) angefiihrte Bemerkung von FaLoK gewertet 
werden, wonach Pleurotus ostreatus auf alteren Baumstiimpfen schwer anzu- 
siedeln ist, von denen schon andere Pilze Besitz ergriffen haben. Doch werden 
dabei wohl auch die Ernaihrungsverhiltnisse mit maBgebend gewesen sein. DaB aber, 
wenn ein Pilz ein Holzstiick bewachsen hat, die Besiedlung mit einem anderen Pilz 
verhindert werden kann, zeigen unsere Versuche. So tétet Armillaria mellea beim 
Zusammentrefien mit Schizophyllum commune auf einem Holzstiick die Hyphen 


* Auch unsere eigenen Versuche haben ja eine Abhangigkeit der von den Pilzen 
produzierten antibiotischen Stoffe von der C- und N-Quelle sowie von sonstigen 
Verschiedenheiten des Substrats (Agar-Holz) ergeben. 
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von Schizophyllum ab. Ist das Holzstiick vor dem Beimpfen mit Schizophyllum 
schon ganz von Armillaria besiedelt, so wachst die Impfflocke tiberhaupt nicht an, 
da sie gleich durch die von Armillaria ausgeschiedenen Stoffe geschadigt und spater 
abgetotet wird. Genau so ist es, wenn Merulius lacrymans ein Holzstiick bewachsen 
hat und Schizophyllum commune, Favolus ewropaeus oder Pholiota squarrosa darauf 
angesiedelt werden sollen, oder wenn Polystictus versicolor auf mit Polyporus 
giganteus bewachsenes Holz geimpft wird. Scumrrz (1919), der den EinfluB von 
Bakterien auf die Zerstérungsintensitat einiger holzzersetzender Basidiomyceten 
untersuchte, fand, da am Ende der Inkubationszeit bei einer Anzahl Kulturen 
keine lebenden Bakterien mehr nachzuweisen waren, eine Tatsache, die sich nach 
den Ergebnissen unserer Versuche leicht dadurch erklaren laBt, daB die Pilze auf 
Holz antibakterielle Stoffe abgeschieden haben (siehe Kap. III, 4). 

Die Ergebnisse der Mischteste diirfen nun selbstverstandlich nicht ohne 
weiteres auf die Verhaltnisse in der Natur iibertragen werden. In den 
beschriebenen Versuchen waren in der Petrischale oder auf dem Holz- 
stiick immer nur zwei Pilze vorhanden, die sich gegenseitig beeinflussen 
konnten; unter natiirlichen Bedingungen kommen jedoch die Pilze auf 
ihrem Substrat mit vielen anderen Mikroorganismen gleichzeitig zu- 
sammen, die nun selbst wieder Ausgangspunkt einer Beeinflussung des 
Pilzes sein kénnen. So hat Frims (1938) nachgewiesen, daB Bakterien 
durch die Ausscheidung gewisser Stoffe (Aneurin, Biotin) das Wachstum 
holzzersetzender Basidiomyceten fordern kénnen, daf andere Bakterien 
aber durch Ausscheidung antibiotischer Substanzen auf das Wachstum 
der Pilze hemmend wirken. Eine groBe Rolle spielt auBerdem, ob 
Organismen vorhanden sind, die die Antibiotika zersetzen konnen. Sehr 
wichtig sind natiirlich auch die Wachstumsbedingungen, deren optimaler 
Bereich fiir die einzelnen Organismen recht verschieden sein kann; 
ebenso spielen Durchfeuchtung des Substrats und die damit verbundene 
mehr oder weniger weite Diffusion des Antibiotikums, der py-Wert, der 
die Wirkung eines Antibiotikums verandern kann (Tab. 10), die Tem- 
peratur und andere Faktoren eine Rolle (FRrepRicH 1940). Alle diese 
Faktoren waren ja in den vorstehenden Versuchen weitgehend konstant 
gehalten oder nur einzelne variiert. 

Wenn also auch die Versuchsergebnisse nicht ohne weiteres 
auf die natiirlichen Verhaltnisse ttbertragen werden kénnen, 
so zeigen sie doch, daB die Pilze antibiotische Stoffe auch 
auf ihrem natiirlichen Substrat, dem Holz, erzeugen und 
daB diese unter bestimmten Bedingungen gréBere Be- 
deutung fiir die Okologie der holzzersetzenden Pilze er- 
langen konnen. . 

Unsere Versuche haben ergeben, da die antibiotische Wirkung der 
Pilze je nach der C- und N- Quelle ganz verschieden war. Das deckt sich 
mit mancherlei Mitteilungen in der Literatur, z. B. tiber die Bildung des 
Penicillins und anderer Antibiotika. So hat sich bei der Erzeugung von 
Penicillin herausgestellt, daB Lactose die giinstigste C-Quelle dafiir 
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darstellt, wobei ein Zusatz von ,,corn steep liquor** die Produktion noch 
weiter sehr stark steigerte (siehe Lurz 1948 und Foster 1949). In 
geringerem Make wird Penicillin jedoch auch auf Glucose, Rohrzucker 
und Stiirke als C- Quelle gebildet (BERNHAUER, IRRGANG und WEIGNER 
1950). Nach GrossBarp (1948) erzeugt Penicillium patulum auf frischem 
Weizenstroh ein Antibiotikum, auf faulem Stroh nur bei Zugabe von 
Glucose!. Dies weist auf einen starken Einflu8 der C- Quelle hin. Auch bei 
Armillaria mellea und Merulius lacrymans hatte gerade die C- Quelle 
einen grundsitzlichen Einflu8 auf die Ausbildung eines Antibiotikums. 
Bisher liegen wenig Anhaltspunkte vor, worauf die Bevorzugung einer 
G- Quelle fiir die Bildung eines Antibiotikums zuriickzufiihren ist. Doch 
gibt z. B. die Bildung von Kojisiiure durch verschiedene Aspergillus- 
Arten einen Hinweis, wieso eine ganz bestimmte C- Quelle entscheidend 
sein kann: so kann man annehmen, da’ sich die Kojiséure durch eine 
direkte Umlagerung des Glucosemolekiils bilden kann (RippEL-BALDES 
1947). Neuerdings nimmt man jedoch auch Bildung der Kojisaure aus C,- 
Ketten an. Doch auch die N-Quelle kann von Wichtigkeit sein; so 
besteht nach UmBrert (1949) ein Zusammenhang von Prolin mit der 
Bildung des Streptomycins. 


Nach unseren Versuchen kénnen die Pilze entweder wahrend der 
ganzen 8wochigen Beobachtungsdauer antibiotisch wirksam sein oder 
nur in gewissen Zeitraumen. Kin Ansteigen und Abfallen, das einige Male 
in einem langeren Zeitraum erfolgte, beschreibt auch Bosg (1948) von 
Polyporus sanguineus. Auch Penicillin wird in der Kultur nicht von 
Beginn an gebildet, sondern erst, wenn die Nahrldsung nach anfanglicher 
starker Ansiuerung wieder alkalischer wird (siehe Luz 1948 u. a.). Bei 
einem schon griindlicher untersuchten Pilz, Aspergillus parasiticus, war 
zunachst ein Ansteigen, einige Tage spiater ein v6lliges Verschwinden und 
nach 24 Tagen wieder ein Ansteigen der antibiotischen Wirksamkeit zu 
bemerken (Cook und Lacey 1945), und zwar war die Wirkung in den 
ersten Tagen auf Kojisiiure zuriickzufiihren, die dann wieder aus der 
Nahrlosung verschwand; das zweite Ansteigen der antibiotischen 
Aktivitaét beruhte jedoch nicht auf Kojisiure sondern auf einer Penicillin- 
aihnlichen Substanz. 


Weitere Schliisse aus den Versuchen iiber die Wirkung verschiedener 
C- und N- Quellen auf die Ausbildung von Antibiotika und den Versuchen 
iiber den zeitlichen Verlauf des Auftretens antibiotischer Stoffe in den 
Pilzkulturen auf die Bildungsweise der einzelnen Antibiotika und ihre 
Bedeutung im Stoffwechsel der Pilze lassen sich erst ziehen, wenn die 
chemische Struktur der Stoffe niher bekannt ist. 


* Nach Norp und Vrrucct (1947 und 1948) geht auch der mikrobielle Abbau 
der Cellulose tiber die Glucose. 
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Vom medizinischen Standpunkt aus ist noch bemerkenswert, daB 
mehrere Pilze (Daed querc., Daed. unicol., Schiz. comm., Arm. mellea 
Phol. mut., Pol. sulf., Polyst. vers. Einsp., Pol. squam. und Mer. lacr.) 
Stoffe erzeugen, die gegen den sonst gegen Antibiotika recht resistenten 
Ps. pyocyanea wirksam sind. 


Zusammenfassung. 

1. 22 holzzersetzende Basidiomyceten und 1 Ascomycet wurden paar- 
weise in 5 cm Abstand voneinander auf Malzagarplatten, zum Teil auch 
auf Holzbrettchen geimpft. Bei Anniherung der Mycelien aneinander 
traten hauptsachlich folgende Beeinflussungen ein: a) Hemmung im 
Wachstum, schon bevor die Mycelien einander beriihrten (67% der 
Falle); b) Einstellen des Wachstums erst beim Zusammentreffen der 
Hyphen ohne vorherige Beeinflussung (22%); c) der eine Pilz iiber- 
wuchs den anderen, ohne da dieser zuniichst das Wachstum eingestellt 
hatte (6%); d) die beiden Mycelien trafen in einer hyphenarmen Zone 
zusammen (5%). 

2. Die langsam wachsenden Pilze wirkten im allgemeinen stirker 
antagonistisch als die schnell wachsenden. 

3. In fast allen Fallen gingen die gleichen Hemmungen wie auf Agar- 
platten auch von fliissigem Substrat aus, auf dem die einzelnen Pilze 
gewachsen waren. 

4. Auf Holz war die antibiotische Wirkung ahnlich wie auf Malzagar. 

5. Eine Anzahl der Pilze bildete gegen verschiedene, vor allem gegen 
grampositive Bakterien wirksame Antibiotika. Die Hemmung trat 
bei Priifung von Kulturlésungsfiltraten starker auf als bei Mycelstiicken. 
Forderung trat hauptsichlich bei Priifung von Mycelstiicken ein, 
nur selten bei Filtraten. 

6. Einige Arten (Merulius lacrymans, Polyporus giganteus, Armillaria 
mellea, Pholiota mutabilis) wurden auf verschiedenen Substraten 
kultiviert. Die Antibiotikum-Bildung erwies sich dabei als abhangig von 
der Art der C- und N- Quelle. Eine Bevorzugung einer bestimmten Ver- 
bindung fiir die Entstehung von antibiotischen Stoffen bei allen Pilzen 
war nicht vorhanden. Verbindungen, die bei dem einen Pilz giinstig fiir 
die Bildung eines Antibiotikums waren, konnten bei einem anderen nur 
zu geringen oder gar keinen antibiotischen Wirkungen fiihren. 

7. Die Hemmstoffproduktion erwies sich bei Polyporus giganteus und 
Merulius lacrymans abhingig von der Konzentration der Glucose in der 
Nahrlésung. 

8. Der Einflu8 von lingerem Stehen, Neutralisation, Erhitzen und 
Oxydation auf die Wirksamkeit der antibakteriellen Stoffe wurde unter- 
sucht. 
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9. Das antibakterielle Verhalten einer Anzahl der Pilze in Reinkultur 
wurde in regelmif igen Abstanden wihrend 8 Wochen nach der Impfung 
ermittelt. Bei einigen war sie von Anfang an vorhanden und blieb auch 
dauernd erhalten; bei anderen trat sie erst nach einigen Wochen auf, bei 
vielen davon verschwand sie nach kurzer Zeit wieder. Nur zwei Pilze 
(Favolus europaeus und Polyporus applanatus) bildeten wahrend der 
ganzen Zeit keine Antibiotika. 


10. Gleichzeitig wurde auch der Verlauf des Auftretens von redu- 
zierenden Substanzen und Polyphenoloxydasen untersucht. Ihr Auf- 
treten deckte sich nicht mit dem der Antibiotika. 


11. Einen Uberblick iiber die gegenseitige Beeinflussung der unter- 
suchten Organismen geben die Tab. 3, 4, 7 und 8. 


Die Anregung zu der Arbeit erhielt ich von Herrn Prof. Dr. HarpErR, dem ich 
an dieser Stelle fiir die standige Férderung meinen herzlichsten Dank aussprechen 
mochte. 
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Das Manuskript muB leicht leserlich geschrieben und véllig druckfertig sein; 
andernfalls sind Verzégerungen im Erscheinen unvermeidlich. Korrekturen im 


Satz miissen auf das sachlich Notwendige beschrinkt werden. 


Die Darstellung soll méglichst kurz sein. Ergebnisse diirfen nicht gleichzeitig 


in Tabellen- und Kurvenform dargestellt werden. 


Die Abbildungen sind auf das Notwendigste zu beschranken, insbesondere 
die Reproduktion von Photos. 
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Der Arbeit ist eine Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse im Umfang 


von im allgemeinen héchstens 1 Seite anzufiigen. 
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Fiir Biologen, Arzte, Tropenhygieniker und Studierende. Von E. Brumpt und M. Ne- 
veu-Lemaire. Zweite Auflage, iibersetzt und bearbeitet nach der 4. franzésischen 
Auflage von Dozent Dr. Albert Erhardt, Lehrbeauftragter fiir Parasitologie und 
Angewandte Zoologie an der Universitat Minster i. W., Leiter der Parasitologischen 
Abteilung der Asta-Werke AG., Chem. Fabrik, Brackwede i. W. Mit 234 Abbildun- 
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